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Resumen 
 
La actividad de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) se ha potenciado 
mediante mezclas bacterianas. Sin embargo, no todas las mezclas son exitosas por lo que 
la selección de cepas es un paso crítico para la conformación de tales inóculos. En este 
trabajo se realizó una caracterización agroecológica de bacterias fijadoras de N2 en 16 
fincas arroceras de los departamentos del Tolima y Meta. Las zonas del Tolima y Meta 
fueron diferenciadas por las características físico-químicas y conteos microbianos. La 
actividad nitrogenasa no fue detectada, posiblemente por la aplicación de altas 
concentraciones de fertilización nitrogenada, mientras que el potencial de la actividad 
nitrogenasa indica que los suelos presentan limitantes energéticas que podrían ser suplidas 
por enmiendas orgánicas. Por otra parte, se evaluaron dos estrategias para la obtención de 
consorcios no definidos i) enriquecimientos continuos en medio libres de N (Nfb) y ii) 
pases consecutivos en plantas in vitro crecidas en medio Hoagland sin fuente de N. 
Mediante enriquecimientos continuos en medios Nfb se obtuvieron tres consorcios no 
definidos con actividad promotora de crecimiento en arroz y se diseñaron mezclas 
bacterianas. Cinco mezclas bacterianas y 11 cepas obtenidas de los consorcios no 
definidos permitieron promover el crecimiento en plantas de arroz. Igualmente, mediante 
los pases consecutivos en plantas, un consorcio no definido, dos mezclas y tres cepas 
provenientes del consorcio, promovieron el crecimiento en plantas de arroz. Bajo 
condiciones de invernadero, la respuesta a la inoculación dependió de las cepas evaluadas, 
la cultivariedad de arroz y el tipo de suelo empleado. Este trabajo permitió obtener 
consorcios no definidos, mezclas bacterianas y rizobacterias con actividad promotora de 
crecimiento en plantas de arroz sin la necesidad de realizar combinaciones entre PGPR. 
Este trabajo se constituye en una valiosa herramienta para el avance del desarrollo de 
inoculantes mixtos. 
 
Palabras claves: PGPR, consorcios, inoculantes mixtos, diazótrofos, arroz. 
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Abstract  
 
The activity of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) has been enhanced by 
bacterial mixtures. However, mixtures are not always successful so the selection of strains 
is a critical step for the formation of such inocula. In this work, we carried out an agro-
ecological characterization of N2-fixing bacteria in 16 rice farms in the departments of 
Tolima and Meta. The zones of Tolima and Meta were differentiated by soil physical-
chemical characteristics and microbial counts. Nitrogenase activity was not detected, 
possibly due to the application of high concentrations of combined nitrogen, while the 
potential nitrogenase activity indicates that the soils had limiting energy that could be 
supplied by organic amendments. On the other hand, two strategies were evaluated to 
obtain undefined consortia: i) continuous enrichment in N-free medium (NFb) and ii) 
consecutive passes in plants grown in medium Hoagland without a source of N under in 
vitro conditions. Through continuous enrichment were obtained three undefined consortia 
with growth promoting activity in rice and bacterial mixtures were designed. Five bacterial 
mixtures and 11 strains from undefined consortia promoted the growth in rice. Similarly, 
by means of consecutive passes in plants were obtained undefined consortia, two bacterial 
mixtures and three strains that promoted the growth of rice plants. Under greenhouse 
conditions, the response to inoculation was dependent on the strains tested, the rice variety 
and soil type used. This work allowed obtaining undefined consortia, bacterial mixtures, 
and rhizobacteria with plant growth-promoting activity in rice plants without the need for 
combinations of PGPR. This work constitutes a valuable tool for the development of 
mixed inoculants. 
 
Keywords: PGPR, consortia, mixed inoculants, diazotrophs, rice. 
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15                                                                                                Desarrollo de consorcios bacterianos 
 
1 Introducción 
Durante años, una gran cantidad de trabajo en microbiología del suelo se ha centrado en el 
aislamiento y caracterización de cultivos puros de microorganismos, sin embargo en la 
naturaleza casi nunca los microorganismos actúan individualmente (Vandecasteele et al., 
2003). Por el contrario, estos viven en sistemas ecológicos complejos, con altos niveles de 
interacción, donde las acciones de cada miembro pueden ser una ventaja, desventaja o ser 
neutral entre estos (Vandecasteele et al., 2003). En este sentido, los inoculantes mixtos 
pueden aumentar la actividad promotora de crecimiento vegetal con respecto a la actividad 
individual (Nandakumar et al., 2001). Se considera que el éxito de las mezclas bacterianas 
obedece a un sinergismo entre mecanismos promoción (Rojas et al., 2001; Raja et al., 
2006), la capacidad de ocupar diferentes nichos en la planta (Govindarajan et al., 2007), 
sinergismo metabólico para aumentar la disponibilidad de nutrientes (Shrestha et al., 
2007), remoción de productos inhibitorios como el oxígeno para los diazótrofos (Bashan et 
al., 1998; Minamisawa et al., 2004) y estimulación de mecanismos de promoción vegetal 
(Holguín y Bashan, 1996). Sin embargo, no todas las mezclas han sido exitosas (Felice et 
al., 2008) por lo tanto, es necesario desarrollar nuevos acercamientos para selección de 
cepas que conformen un inoculante mixto.  
 
En este trabajo se desarrollaron dos estrategias para obtener consorcios no definidos con 
actividad promotora de crecimiento vegetal. Igualmente se aislaron los miembros 
bacterianos del consorcio y fueron evaluados de forma individual y en mezclas bacterianas 
la actividad promotora de crecimiento en plantas de arroz. En el consorcio no definidos se 
desconocen los microorganismos que conforman el inoculante, mientras en la mezcla 
bacteriana están definidos los integrantes del inoculante. No obstante la actividad 
promotora del crecimiento vegetal de un inoculante bacteriano depende de factores como 
el tipo de suelo, la planta y el manejo agrícola (Bashan et al., 2004). Por lo tanto, este 
trabajo presenta una extensa caracterización de las condiciones físico químicas de donde 
provienen los consorcios bacterianos y el efecto de la promoción bajo dos cultivariedades 
de arroz (Fedearroz 60 y Fedearroz 174) en suelos del departamento del Tolima y Meta. 
 
El objetivo general de este trabajo fue caracterizar la abundancia y actividad de bacterias 
fijadoras de nitrógeno (N2) asociadas a cultivos de arroz y generar un inoculante de 
consorcios bacterianos.  
 
En este trabajo se plantearon tres objetivos específicos que fueron desarrollados en cuatro 
capítulos: 
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El primer objetivo “Caracterización agroecológica de bacterias fijadoras de nitrógeno 
asociadas a cultivos de arroz del departamento del Tolima y Meta” fue desarrollado el en 
capítulo denominado “Recuentos de diazótrofos aerobios, bacterias totales, actinomicetos 
y la actividad nitrogenasa en cultivos arroceros de los departamentos del Tolima y Meta”. 
Entre el 2005 y 2011 el Tolima y Meta aportaron el 78.90% y 74.48% de producción y 
superficie sembrada de arroz a nivel nacional, respectivamente (Fedearroz, 2012). En el 
Meta el arroz se cultiva bajo sistema secano e inundado con rendimientos promedios (4620 
kg de grano de arroz ha
-1
) mientras en el Tolima el cultivo es inundado con rendimientos 
promedios (6280 kg de grano de arroz ha
-1
). El número de productores para la zona Centro 
fue de 5194 (41.83% de los productores del país) y de 1838 (14.80% de productores del 
país) (Fedearroz, 2008). A pesar de la relevancia del arroz en el país existe una limitada 
información microbiológica de los cultivos arroceros en Colombia. El cultivo de arroz 
presenta complejas redes microbianas involucradas en el ciclaje del C; N, P y S (Liesack et 
al., 2002; Choudhury y Kennedy, 2004; Kennedy et al., 2004). Conocer la estructura, 
composición y dinámica de estas redes permitirían un mejor uso y sostenibilidad de la 
producción de arroz. En este trabajo nos centramos en bacterias con la capacidad de fijar 
N2. Estos microorganismos están ampliamente distribuidos en los cultivos de arroz y 
presentan una gran diversidad taxonómica (Bürgmann et al., 2004; Demba Diallo et al., 
2008; Wartiainen et al., 2008) con importantes contribuciones a la fertilidad del cultivo 
(Roger, 1995; Rao et al., 1998; Ueda et al., 1995). Los suelos evaluados fueron 
diferenciados por los parámetros físico-químicos y los conteos microbiológicos según el 
sistema de cultivo y zona de muestreo. La actividad nitrogenasa indica una represión por 
altas concentraciones de fertilizantes nitrogenados y la necesidad de aumentar las fuentes 
de C. Consideraciones que son relevantes para el manejo de la fertilización y 
sostenibilidad del cultivo del arroz. 
 
El segundo objetivo de este trabajo fue titulado “Desarrollar y seleccionar in vitro un 
consorcio nativo de diazótrofos asociado a cultivos de arroz”. Este objetivo fue dividido en 
dos capítulos: “Obtención de mezclas y rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal 
(PGPR) en plantas de arroz mediante enriquecimientos continuos” y “Obtención de un 
consorcio y rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) en plantas de arroz 
mediante pases por planta in vitro”. Para los enriquecimientos continuos, los consorcios 
bacterianos se obtuvieron de inóculos de suelo rizosférico y raíces sometidos a 10 pases 
consecutivos, cada 7 días en medio Nfb semisólido. Mientras para los pases por planta se 
utilizaron inóculos de suelo rizosférico y raíces sometidos a tres pases consecutivos en 
plantas de arroz crecidas in vitro en medio Hoagland sin fuente de N. Las dos estrategias 
permitieron obtener cuatro consorcios no definidos con actividad promotora de 
crecimiento vegetal. Para aislar las bacterias que conformaron los consorcios no definidos 
que promovieron el crecimiento en plantas de arroz se desarrollaron series de dilución y 
siembra en medio de cultivo LB, Nfb y Nfb con extracto de levadura. Los 
enriquecimientos continuos y los pase por planta permitieron la obtención de consorcios 
no definidos, mezclas y bacterias con actividad promotora de crecimiento en plantas de 
arroz sin la necesidad de realizar mezclas entre PGPR lo que constituye una valiosa 
herramienta para el avance del desarrollo de inoculantes mixtos.  
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El tercer objetivo “Determinar el efecto de la inoculación de consorcios sobre el 
crecimiento y productividad en cultivos de arroz” se desarrolló en el capítulo denominado 
“Efecto de la inoculación de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) en el 
crecimiento y productividad de cultivos de arroz”. Para este objetivo se evaluó la 
promoción de crecimiento vegetal al inocular: i) bajo condiciones de invernadero ocho cepas 
bacterianas y tres mezclas en dos cultivariedades de arroz (Fedearroz 174 y Fedearroz 60) 
en dos tipos de suelo contrastante provenientes del departamento del Meta y Tolima y ii) 
bajo condiciones de campo evaluar el efecto de la cepa S9 y la mezcla bacteriana S5/S6/S7 
en dos cultivariedades y dos fincas del departamento del Meta. La respuesta a la 
inoculación dependió de las cepas evaluadas, la cultivariedad de arroz y el tipo de suelo 
empleado. Una mejor comprensión de las interacciones entre microorganismos, el manejo 
agrícola (tipo de suelo, fertilización y manejo del agua) y las plantas permitirá optimizar 
las condiciones bajo las cuales se presente mayor efecto de los inoculantes bacterianos 
sobre el crecimiento vegetal.  
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2 Marco teórico 
2.1 El arroz  
El arroz es el más importante cultivo alimenticio del mundo y la principal fuente 
alimenticia de más de la mitad de la población mundial (Seck et al., 2012; IRRI, África 
Rice y CIAT, 2010). El arroz pertenece al género Oryza con más de 22 especies, no 
obstante solo se cultivan dos especies: Oryza glaberrima y O. sativa. De O. sativa se 
siembran dos subespecies, indica (prevalece en la región tropical) y japonica (prevalece en 
el subtrópico y regiones templadas de Asia oriental). Los principales productores de arroz 
son Asia con un 90% de la producción mundial (640 millones de toneladas), mientras en 
África y Latino América producen alrededor de 25 millones de toneladas cada una (Seck 
et al., 2012; IRRI, África Rice y CIAT, 2010). Se estima que para suplir la demanda 
mundial de arroz es necesario producir de 8 a 10 millones de toneladas más de arroz para 
la próxima década, lo equivaldría a aumentar el rendimiento anual en 1.2 a 1.5% y obtener 
un incremento de 0.6 toneladas por ha de grano a nivel mundial (Seck et al., 2012). 
2.2 Zonas productivas de arroz en Colombia 
En Colombia el arroz se cultiva principalmente bajo dos sistemas de producción: sistema 
irrigado y secano. En el sistema irrigado, el agua de riego es provista por intervención 
humana mientras que en el sistema de producción secano, las necesidades hídricas del 
cultivo son suplidas por el régimen de lluvias de cada región (Fedearroz, 2000). En 
Colombia se cultiva el arroz en cuatro zonas geográficas, la zona centro (Tolima, Huila y 
Valle del Cauca), la zona de los Llanos Orientales (Meta y Casanare), la zona Caribe 
húmedo (Antioquia, Bolívar, Córdoba y Sucre) y Caribe seco (Cesar, Guajira y los 
Santanderes) (Fedearroz, 2000). Este trabajo se desarrolló en la zona centro (Tolima norte 
y Tolima sur) y los Llanos Orientales (Meta). Estas zonas entre el 2005 y 2011 aportaron 
el 78.90% y 74.48% de producción y superficie sembrada de arroz a nivel nacional, 
respectivamente (Fedearroz, 2012). En la zona centro los cultivos son inundados, 
presentan riego tecnificado y rendimientos promedio de 6280 kg ha
-1
, mientras en los 
Llanos Orientales se presenta sistema de cultivo inundado y secano en lotes de grandes 
extensiones y rendimientos promedio de 4620 kg ha
-1 
(Fedearroz, 2012). 
 
En la zona centro, la precipitación anual oscila entre 800 y 1500 mm, régimen de humedad 
ustico-udico y el cultivo se establece entre 200 y 1200 m de altitud, con temperaturas 
promedias entre 23 y 29 ºC. Los suelos del Tolima norte predominan los Alfisoles 
(Venadillo y Lérida) mientras para la zona de Armero, los suelos son salinos-ácidos 
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arenosos muy concentrados en Fe y S (Fedearroz, 2002). En el Tolima sur (Saldaña y 
Purificación) se encuentran Inceptisoles (37%), Alfisoles (37%), Entisoles (24%) y 
Ultisoles (2%) (Fedearroz, 2002). La zona de los Llanos Orientales presenta un régimen de 
humedad udico y per-udico con suelos de baja fertilidad debido a extrema acidez, altos 
contenidos de Fe y Mn, bajas concentraciones de K, Ca, y Mg (Malagón et al., 1995; 
Fedearroz, 2000). 
2.3 El nitrógeno en los cultivos de arroz 
El cultivo intensivo de arroz ha conducido a una reducción en la productividad y una baja 
eficiencia de la fertilización (Fedearroz, 2000). Esta situación ha llevado al empleó de gran 
cantidad de fertilizantes nitrogenados en cultivos de arroz que presentan una baja 
asimilación (50% para la urea) debido a la volatilización de NH3, la desnitrificación y 
pérdidas por lixiviación de nitrato lo que genera problemas ambientales como la 
eutroficación de aguas y la producción de gases de invernadero como N2O, NO y NH3 
(Kennedy et al., 2004; Jackson et al., 2008). Con respecto a la fertilización nitrogenada, 
alrededor de 15 a 20 kg de N son aplicados por tonelada de grano esperado, distribuido 
entre 3 a 4 aplicaciones antes del estado vegetativo de la planta. Sin embargo, la respuesta 
de la fertilización nitrogenada depende del sistema de producción, la variedad de arroz, el 
tipo de suelo, las condiciones climáticas, el tipo de fertilización nitrogenada, la cantidad 
aplicada y, la época y método de aplicación (Dobermann y Fairhurst, 2000). 
 
El arroz colombiano enfrenta un gran reto ante el TLC con Estados Unidos debido a las 
diferencias entre los altos niveles de subsidio que reciben los arroceros americanos de casi 
el 46.8% y los costos de producción, en especial los costos por agroquímicos y semilla 
(Espinosa, 2004). “Es imprescindible disminuir los costos de producción del arroz en el 
país, si se quiere competir con un mercado como el de Estados Unidos” afirmo el Gerente 
General de Fedearroz el Dr. Hernández (El Nuevo día, 2012). De los costos de producción 
por agroquímicos se estima que un 20% corresponden a la fertilización (Castilla et al., 
2006, Fedearroz, 2012). Por lo que es imperativo minimizar las perdidas por fertilización 
nitrogenada, optimizar las aplicaciones de N e implementar nuevas estrategias 
complementarias a la fertilización de N como el empleo de organismos con la capacidad de 
fijar N2 (Ladha y Reddy, 2003). 
2.4 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) 
Existen diferentes mecanismos por los cuales los microorganismos pueden promover el 
crecimiento vegetal como son: 1) la fijación del N2; 2) producción de reguladores de 
crecimiento como auxinas, giberelinas y citoquininas; 3) aumento del sistema radicular; 4) 
alteración del funcionamiento de la membrana por medio de moléculas de comunicación 
celular; 5) aumento de disponibilidad de nutrientes para el desarrollo y crecimiento vegetal 
por la solubilización de diferentes minerales; 6) inhibición de agentes patógenos; y 7) la 
hipótesis aditiva, la cual propone la intervención de los anteriores mecanismos (Vessey, 
2003; Bashan et al., 2004; Kennedy et al., 2004). El uso de productos microbianos ofrece 
varias ventajas frente a los productos químicos usados en la agricultura ya que estos se 
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consideran productos seguros, los organismos objetivos raramente desarrollan resistencia y 
su uso no resulta perjudicial en procesos ecológicos o ambientales (Wu et al., 2005). 
 
El efecto en la promoción de crecimiento vegetal es dependiente de diversos factores como 
el inoculante bacteriano, la cultivariedad (Sasaki et al., 2010) y el tipo de suelo (Bashan et 
al., 1995), por lo que es necesario determinar las condiciones óptimas sobre las que se pueda 
obtener los mayores beneficios por la inoculación bacteriana. En Colombia, Castilla (2005) 
encontró una respuesta diferencial de la inoculación bacteriana en diferentes 
cultivariedades de arroz, similares resultados han sido reportados por otros autores (Malik 
et al., 1997; Gyaneshwar et al., 2002; Sasaki et al., 2010), no obstante la respuesta a la 
inoculación no solo depende de la cultivariedad, si no del estado de crecimiento y el 
manejo de la fertilización (Sasaki et al., 2010). Sasaki et al. (2010) sugieren que los 
genotipos de arroz que tienen una débil respuesta al N podrían ser positivamente afectados 
por la inoculación microbiana en niveles estándares de fertilización de N; y los genotipos 
que tienen una respuesta positiva a la fertilización nitrogenada podrían ser positivamente 
afectados por la inoculación microbiana en bajos niveles de fertilización de N. Por lo 
tanto, la respuesta a la inoculación bacteriana no se puede evaluar independiente de cada 
factor que afecte la promoción de crecimiento por lo que es necesario estudios integrales 
en diversos tipos de suelo, cultivariedades e inoculantes bacterianos. 
2.4.1 Reguladores de crecimiento vegetal 
Las rizobacterias mediante la emisión de reguladores de crecimiento vegetal son capaces 
de estimular el crecimiento de la planta y, consecuentemente, intensificar la producción de 
metabolitos de estas y utilizarlos para su propio crecimiento (Gaudin et al., 1994). Las 
cinco mayores fitohormonas son auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno y ácido 
abscísico las cuales son sintetizadas endógenamente por las plantas (Azcon-Bieto y Talón, 
2000). El efecto de una fitohormona sobre la planta está relacionado con el nivel de 
concentración, por ejemplo, auxinas a una baja concentración puede ser estimuladora, 
mientras a una alta concentración puede ser inhibidora (Azcon-Bieto y Talón, 2000). La 
producción de reguladores de crecimiento vegetal, al igual que otros procesos, está 
influenciada por la disponibilidad de sustancias liberadas por las raíces, principalmente 
polisacáridos que sirven como fuente de energía para los microorganismos (Arshad y 
Frankenberger, 1991). En el sobrenadante de PGPR como Azospirillum y Azotobacter se 
han encontrado tres tipos reguladores de crecimiento vegetal, auxinas, citoquininas y 
giberelinas (Azcon y Barea, 1975; Arshad y Frankenberger, 1991). Sin embargo, el 
regulador cuantitativamente más importante en Azospirillum son las auxinas, en particular 
el ácido indol-3-acético (AIA) (Dobbelaere et al., 1999; Spaepen et al., 2008). Se ha 
estimado que el 80% de bacterias asociadas a la rizósfera pueden sintetizar AIA (Patten y 
Glick, 1996). 
 
El AIA es la fitohormona más producida por las PGPR, esta fitohormona incrementa la 
longitud y el área radicular de las plantas, lo que permite acceder a más nutrientes (Vessey, 
2003). Vessey (2003) muestra que la producción de AIA es el principal mecanismo de 
promoción de crecimiento vegetal en especies bacterianas como Aeromonas veronii, 
Agrobacterium sp, Alcaligenes piechaudii, Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium sp, 
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Comamonas acidovorans, Enterobacter cloacae, Enterobacter sp y Rhizobium 
leguminosarum al ser inoculadas en plantas como el arroz, lechuga, trigo, rábano y caña de 
azúcar. Con respecto a la biosíntesis de AIA en bacterias se han descrito seis vías, de las 
cuales cinco son dependientes de triptófano (Spaepen et al., 2007). Para A. brasilense se ha 
reconocido por lo menos tres rutas de biosíntesis del AIA, dos rutas dependientes del 
triptófano (Trp): utilizan indol-3-piruvato (IPA) o indol-3-acetamida como productos 
intermedios, y una ruta independiente del Trp (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000, Spaepen 
et al., 2007). Por la ruta del IPA, Azospirillum puede producir el 90% de AIA (Prinsen et 
al., 1993). Mediante un microarreglo del transcriptoma de A. brasilense y el mutante ipdC 
(gene que transcribe el indol-3-piruvato decarboxilasa y reduce en un 90% la producción 
de AIA), se concluyó que el AIA es una molécula señal en A. brasilense (Puyvelde et al., 
2011). La bacteria cuando fue expuesta al AIA se adaptó a las condiciones de la rizósfera 
mediante el cambio de proteínas de transporte y superficie celular (Puyvelde et al., 2011).  
2.4.2 Fijación biológica de dinitrógeno (FBN) en cultivos arroceros 
La FBN constituye el segundo proceso biológico más importante del planeta, después de la 
fotosíntesis y consiste en la reducción del N2 atmosférico en dos moléculas de amonio. 
Dicho proceso es efectuado por procariotas denominados diazótrofos que contienen la 
enzima nitrogenasa, la cual es responsable de la conversión del N2 a NH4
+
 (Sylvia et al., 
2004). Esta enzima es regulada principalmente por la disponibilidad de fuentes de C, N2 y 
O2 (Dixon y Kahn, 2004).  
 
La enzima nitrogenasa está compuesta de dos multisubunidades de metaloproteína, la 
dinitrogenasa y la dinitrogenasa reductasa. La dinitrogenasa (componente I ó proteína 
FeMo) contiene el sitio activo para la reducción del N (cofactor FeMo), tiene un peso 
molecular de ~250kDa y está compuesto de dos heterodímeros, codificados por los genes 
nifD (subunidad α) y nifK (subunidad β). Las subunidades presentan dos agrupaciones de 
metal, la agrupación P ([8Fe-7S]) que une las subunidades y el cofactor FeMo ubicado en 
la subunidad α (Rubio y Ludden, 2005). La dinitrogenasa reductasa (componente II ó 
proteína Fe) está compuesto de dos subunidades idénticas codificadas por el gen nifH que 
son unidas por la agrupación [4Fe-4S], presenta un peso de ~70kDa, esta acopla a la 
hidrólisis de ATP y es el dador de electrones para la dinitrogenasa (Zhao et al., 2006). Las 
nitrogenasas convencionales contienen en la subunidad α un molibdeno en el centro Fe-S 
uniendo las subunidades. Las nitrogenasas alternativas reemplazan Mo con vanadio (el 
vnfH) ó con Fe (el anfH). En Streptomyces thermoautotrophicus se ha descrito una 
nitrogenasa unida a la actividad reductasa del monóxido de carbono y se caracterizar por 
ser insensible al oxígeno, contrario a las además nitrogenasas (Ribbe et al., 1997). 
Especies como A. vinelandii presentas las tres enzimas nitrogenasas las cuales son 
sintetizadas según la presencia de metales (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). Esta 
cualidad resalta la importancia de analizar la presencia de trazas en el suelo de elementos 
críticos en la FBN tales como hierro, molibdeno y vanadio (Steenhoudt y Vanderleyden, 
2000). Por ejemplo, estudios en campo en caña de azúcar revelan que la aplicación de 
molibdeno incrementa el rendimiento en caña con iguales resultados a los alcanzados con 
fertilización nitrogenada, lo que sugiere una estimulación de la nitrogenasa de diazótrofos 
asociados a caña de azúcar (Boddey et al. 2003). 
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La FBN varía con el tipo de suelo, la estación, el genotipo vegetal, estado de desarrollo de la 
planta y las prácticas agrícolas que se implementen (Patnaik et al., 1995; Roger, 1995; 
Kanungo et al., 1995; Piao et al., 2005; Chen et al., 2009). La FBN se puede estimular con 
un adecuado manejo del agua, materia orgánica y fertilizantes químicos (Rao et al., 1998). 
Bajos niveles de amonio estimulan la actividad nitrogenasa mientras altos niveles pueden 
inhibirla (Mårtensson et al., 2009). Igualmente, altos niveles de materia orgánica pueden 
disminuir los efectos negativos de la aplicación de fertilizantes nitrogenados sobre la 
nitrogenasa (Rao et al., 1998). Un manejo integral de nutrientes en cultivo de arroz 
fundamentado en la rotación con leguminosas, aumento de materia orgánica con compost, 
uso de fijadores de N2 (Azospirillum/Rhizobium), bacterias solubilizadoras de fosfato y 
empleo de roca fosfórica podrían contrastar los factores asociados a baja fertilidad en 
algunos cultivos inundados de arroz con alta concentración de Fe, Al y deficientes en Zn 
(Thakuria et al., 2009). 
2.5 Diazótrofos en cultivos de arroz 
Los cultivos de arroz albergan una gran diversidad microbiana debido a una zonación dada 
por la inundación que genera macro y microambientes que son diferenciados por su 
potencial redox, propiedades físicas, estatus nutricional y de luz (Roger, 1995; Liesack et 
al., 2000). Entre los grupos funcionales se destacan los diazótrofos aerobios, anaerobios, 
heterótrofos, fototrofos, de vida libre y simbióticos (Choudhury y Kennedy, 2004). 
 
La población de microorganismos rizosféricos interactúa afectando la adaptabilidad de las 
plantas y cualidades del suelo asegurando la estabilidad y productividad de sistemas 
agrícolas como ecosistemas naturales (Barea et al., 2005). Mediante técnicas independientes 
de cultivo se ha estudiado la diversidad y estructura de los diazótrofos empleando genes 
marcadores como el nifH (Ueda et al., 1995; Poly et al., 2001; Zehr et al., 2001; Tan et al., 
2003; Bürgmann et al., 2004; Demba Diallo et al., 2008; Wartiainen et al., 2008). Se ha 
establecido que la diversidad de diazótrofos es influenciada por el tipo de suelos (tamaño de 
partícula, contenidos de C y arcillas), el manejo agrícola (contenidos de N inorgánico) y la 
especie vegetal y/o variedad (Lovell et al., 2000; Tan et al., 2003; Knauth et al., 2005). 
Todos estos factores son esenciales para establecer las condiciones óptimas en las cuales se 
pueden lograr los mejores efectos por inoculación de diazótrofos. 
2.6 Desarrollo de inoculantes mixtos 
Muchos diazótrofos han sido descritos y probados como biofertilizantes en plantas de arroz. 
Algunas inoculaciones con diazótrofos de vida libre rizosféricos como Azotobacter, 
Clostridium, Azospirillum, Enterobacteriaceae y endófitos como Herbaspirillum, 
Burkholderia y Azoarcus pueden complementar los requerimientos de N aplicado en 
cultivos de arroz (James et al., 2000; Choudhury y Kennedy, 2004; Knauth et al., 2005, 
Barraquio et al., 2000) e incrementar los rendimientos en grano de arroz bajo condiciones de 
campo (Govindarajan et al., 2007; Baba et al., 2010). 
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En diferentes trabajos se han presentado inconsistencias en la promoción de crecimiento 
por inoculaciones bacterianas bajo condiciones de laboratorio, invernadero y campo 
(Bashan et al., 2004; Lucy et al., 2004; Çakmakçi et al., 2006, Mehnaz et al., 2010). Esto 
obedece a relaciones no específicas con el hospedero, diferencias físico-químicas del 
ambiente en la que fue aislado el inoculante y donde se realizan las inoculaciones, pobre 
formulación, baja competencia ante poblaciones nativas bien adaptadas (Lucy et al., 2004) 
e inadecuado manejo del cultivo. Por lo que es necesario comprender la interacción de los 
anteriores factores para determinar las condiciones en las que el inoculante puede ejercer 
su mayor efecto benéfico. Por ejemplo, la respuesta en la promoción de crecimiento es 
influenciada por un nivel óptimo de fertilización de N, en la medida que el N es un factor 
limitante para el crecimiento de la planta el inoculante puede incrementar la promoción de 
crecimiento al suplir o mejorar la toma de N y reducir los costos de producción (Omar et 
al., 1989, 1992; Trân Van et al., 2000; Dobbelaere et al., 2002; Cong et al., 2009, Baba et 
al., 2010), no obstante la concentración óptima de N donde el inoculante logra sus mayores 
incrementos depende de la cultivariedad de arroz y el inoculante (Gunarto et al., 1999). 
 
La actividad de PGPR se ha incrementado mediante el desarrollo de inoculantes mixtos a 
partir de la mezcla de PGPR con alta actividad nitrogenasa, solubilización P y/o 
reguladores de crecimiento vegetal (Holguín y Bashan, 1996; de Freitas, 2000; Alam et al., 
2001; Nandakumar et al., 2001; Rojas et al., 2001; Nguyen et al, 2003; Raja et al., 2006; 
Govindarajan et al., 2008; Cong y Dung, 2008; Cong et al., 2009). Sin embargo, no existe 
un consenso de los criterios para la selección de cepas, mecanismos de acción, hábitat y 
número de cepas que deberían participar en un inoculante mixto. Por ejemplo, 
Prakamhang et al. (2009) reportaron que la actividad nitrogenasa puede ser inhibida o 
estimulada bajo mezclas bacterianas entre diazótrofos. La reducción en la actividad 
nitrogenasa estuvo relacionada con la producción de metabolitos con efectos bactericidas o 
bacteriostáticos. Por otra parte, Minamisawa et al. (2004) encontraron que mezclas entre 
diazótrofos y no diazótrofos estimularon la actividad nitrogenasa debido a la capacidad de 
los no diazótrofos para reducir las tensiones de oxígeno.  
 
En la literatura existen diversos trabajos donde se evalúa el efecto de inoculantes mixtos 
de diazótrofos sobre el crecimiento en plantas de arroz. Por ejemplo, Alam et al. (2001) 
inocularon una mezcla de cuatro diazótrofos (Azotobacter, Bacillus, Enterobacter sp y 
Xanthobacter sp) en arroz. El inóculo mixto aumentó la concentración de N y el 
rendimiento en grano bajo condiciones de campo hasta en un 24% y 18% con respecto al 
control no inoculado. Igualmente, la inoculación combinada de cuatro endófitos 
(Gluconacetobacter diazotrophicus y Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum lipoferum 
y Burkholderia vietnamiensis) aumento el rendimiento en arroz bajo condiciones de campo 
entre el 9.5 y el 23.6%, mientras que la inoculación individual solo alcanzo rendimiento 
máximos de 5.6 al 10.7% (B. vietnamiensis MGK3) sobre los tratamientos control no 
inoculados (Govindarajan et al., 2008).  
 
El desarrollo de inoculantes mixtos empleando cepas con diferentes mecanismos de 
promoción está ampliamente reportado en la literatura. Por ejemplo, la inoculación con 
una Pseudomonas (solubilizadora de P), una levadura (solubilizadora de P) y dos Bacillus 
con actividad proteolítica y amilolítica mejoró la toma de N, permitió salvar 40 kg N ha
-1
 y 
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aumentar el rendimiento en 30 kg ha
-1
 bajo condiciones de campo (Cong et al., 2009). 
Igualmente, Nguyen et al (2003) reporta incrementos en el rendimiento de arroz hasta del 
10% con respecto a los tratamientos que solo recibieron N al aplicar tres cepas con alta 
actividad nitrogenasa, solubilización de P y actividad biocontroladora (Klebsiella 
pneumoniae, Citrobacter freundii y Pseudomonas spp) bajo condiciones de campo durante 
tres años de aplicación.  
 
Estos inoculantes mixtos son capaces de reaccionar flexiblemente a cambios ecológicos 
usando eficientemente los flujos de energía y sustratos disponibles en comparación con los 
cultivos puros (Zlotnikov et al., 2007). Igualmente, pueden estimular el incremento de 
azucares y aminoácidos exudados por la raíz y por ende estimular la fijación de N2 y la 
producción de reguladores de crecimiento (Raja et al., 2006). Sin embargo, no todas las 
mezclas bacterianas promueven el crecimiento vegetal (Molla et al., 2001; Oliveira et al., 
2002; Roesti et al., 2006; Felici et al., 2008) por lo que la selección de cepas se constituye 
en un paso crítico para el desarrollo de inoculantes mixtos (Holguín y Bashan 1996; 
Villicaña, 2007; Felici et al., 2008). Por ejemplo, un inoculante mixto de cuatro 
rizobacterias (A.  brasilense, A. chroococcum, Bacillus polymyxa y Enterobacter 
cloacae) y la actividad individual de las cepas fue evaluada en plantas de trigo (de Freitas, 
2000). La promoción de crecimiento y rendimiento por la inoculación fue inconsistente. 
Solo en estados tempranos de cosecha (58 días) se evidencio un efecto promotor del 
inoculante mixto, el cual desapareció a los 170 días de cosecha, donde no se reportaron 
diferencias significativas frente a los controles no inoculados. Solo B. polymyxa presentó 
un incremento significativo (+17%) en el rendimiento del grano. Igualmente, Felici et al. 
(2008) determinó que la co-inoculación de B. subtilis y A. brasilense sobre Lycopersicon 
esculentum presentó efectos inhibitorios frente al control no inoculado y la inoculación 
individual. El efecto inhibitorio no ocurrió por falta de persistencia del co-inóculo. Ellos 
sugieren que tal efecto podría obedecer a una interferencia en los mecanismos de 
comunicación entre las bacterias y la planta.  
 
En este trabajo se diseñaron mezclas bacterianas (conjunto definido de bacterias) a partir 
de consorcios no definidos (se desconocen los microorganismos que conforman el 
inoculante) con actividad promotora de crecimiento en plantas de arroz mediante dos 
estrategias: i) enriquecimientos continuos en medio libre de N (Nfb) y ii) pases por planta in 
vitro en medio Hoagland sin fuentes de C ni N. La primera estrategia se fundamenta en 
principios de ecología microbiana, donde poblaciones altamente diversas luego de algunas 
diez generaciones favorece especies altamente competitivas al hacer el mejor uso de las 
fuentes nutricionales y condiciones de crecimiento (Kassen y Rainey, 2004). En los 
enriquecimientos, la presión selectiva se realiza sobre las poblaciones de diazótrofos al 
emplear un medio carente de N, rico en fuentes de C y con un gradiente de oxígeno dado 
por el agar semisólido. 
 
Los enriquecimientos continuos deberían emplear un medio de cultivo representativo de 
los exudados rizosféricos que emite la planta, ya que estos son los que van a seleccionar la 
población de microorganismos rizosféricos (Landi et al., 2006; Dennis et al., 2010). Estos 
exudados aumentan la concentración bacteriana por el aporte de aminoácidos, ácidos 
orgánicos, fuentes de C y vitaminas (Griffiths et al., 1999; Kozdrój y van Elsas, 2000; 
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Baudoin et al., 2003), pero estos exudados varían entre especies vegetales, edad de la 
planta, estatus nutricional y de las condiciones ambientales (Walker et al., 2003). 
Bürgmann et al. (2005) encontraron que exudados y fuentes de C como glucosa, fructosa y 
sacarosa inducen la fijación de N2 en suelo. De igual forma, Bacilio-Jiménez et al. (2003) 
encontraron que los exudados rizosféricos pueden inducir una respuesta quimiotáctica 
tanto de bacterias endófitas como rizosféricas. Aulakh et al. (2001) reportan que la 
composición y concentración de exudados rizosféricos en plantas de arroz difieren entre 
cultivariedad de arroz, el medio de crecimiento de la planta y el estado fenológico. En 
general, la exudación de ácidos orgánicos y C orgánico total de plantas de arroz es baja 
durante el estado de plántula, incrementando hasta la floración pero decrece en la madurez 
(Aulakh et al., 2001). El ácido málico es el ácido orgánico con mayor concentración en 
tales exudados, seguido del ácido tartárico, succínico, cítrico y láctico (Aulakh et al., 
2001). Por otra parte, bajo suelos deficientes en Zn y P las plantas de arroz incrementan 
los exudados rizosféricos de ácido málico (Xiaopeng y Hoffland, 2009) y citrato (Hoffland 
et al., 2006) para mejorar la adaptación a dichos suelos. Una mayor comprensión del papel 
de los exudados rizosféricos en la comunicación entre planta y microorganismos podrían 
conducir al desarrollo de estrategias que mejoren las asociaciones entre plantas y los 
microorganismos benéficos (Badri y Vivanco, 2009). 
 
En este sentido, en el presente trabajo se evaluó la segunda estrategia para la obtención de 
consorcios no definidos la cual fue denominada como pase por planta. Al suspender una 
solución de suelo en un medio Hoagland sin fuentes de N, se espera favorecer a los 
diazótrofos con la capacidad de metabolizar los exudados rizosféricos. Esta metodología 
se asemeja al modelo de la espermosfera desarrollado por Thomas-Bauzon et al. (1982) 
para obtener cepas puras de diazótrofos, con la diferencia que en este trabajo no se 
purificaron las cepas, si no que las alícuotas de macerados de raíces fueron usadas como 
inóculos no definidos. 
2.7 Factores que afectan la colonización bacteriana en la 
planta 
Se ha demostrado que los exudados rizosféricos gobiernan la movilidad microbiana en el 
suelo sin embargo la supervivencia de PGPR como Azospirillum en el suelo depende de 
diversos factores como las condiciones ambientales, el origen del suelo, parámetros 
abióticos y disturbios en el suelo (Bashan, 1995; Bashan, 1999, Lucy et al., 2004). Lucy et 
al. (2004) revisaron los elementos más reportados que determinan el efecto de un 
inoculante bacteriano en la promoción de crecimiento: el tipo de suelo, el manejo de la 
fertilización, la planta y cultivariedad inoculada, las condiciones climáticas, la 
concentración del inóculo, el método de aplicación, la formulación, la estación de 
aplicación y las condiciones de crecimiento de la planta.  
 
Es importante desarrollar inoculaciones a gran escala en diferentes suelos, condiciones 
ambientales, manejos agrícolas y diferentes estaciones para determinar el potencial y las 
condiciones óptimas del inoculante bacteriano (Fuentes-Ramírez y Caballero-Mellado, 
2005; Abril et al., 2006; Díaz-Zorita y Fernández-Canigia, 2009). En este sentido Bashan 
et al. (1995) establecieron, que en 23 tipos de suelo, la supervivencia de Azospirillum se 
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relaciona con el porcentaje de arcilla, nitrógeno, materia orgánica y capacidad de retención 
del suelo, lo que no ocurrió con parámetros como el porcentaje de limo, pH, conductividad 
eléctrica, porcentaje de K y P, poniendo en evidencia la importancia de evaluar estos 
parámetros antes de desarrollar un inoculante microbiano a nivel comercial. Díaz-Zorita y 
Fernández-Canigia (2009) evaluaron la productividad de trigo al inocular A. brasilense 
bajo condiciones de campo en 297 locaciones en la Pampa Argentina durante cinco 
estaciones consecutivas. En el 70% de las localizaciones se determinó un efecto positivo 
de la inoculación. Similares porcentajes han sido reportados por Okon y Labandera-
González (1994), y Fuentes-Ramírez y Caballero-Mellado (2005), empleando cepas de 
Azospirillum. En ambientes con bajo rendimiento o limitaciones de crecimiento para la 
planta no se presentaron contribuciones significativas al aplicar semillas inoculadas sobre 
el rendimiento del grano y crecimiento del cultivo (Díaz-Zorita y Fernández-Canigia, 
2009). En lugares con altas concentraciones de fertilización nitrogenada (110 kg N ha
-1
) se 
encontró un efecto benéfico en el 52% de los lugares, mientras en lugares sin fertilización 
nitrogenada el efecto benéfico en la inoculación fue reportada en el 94% de los lugares 
(Fuentes-Ramírez y Caballero-Mellado, 2005). Okon y Labandera-González (1994) 
atribuyen la falta de promoción de crecimiento vegetal cuando no se pudo garantizar la 
persistencia y sobrevivencia del inoculante. 
2.8 Justificación 
El crecimiento de la demanda de arroz ha sobrepasado el crecimiento de la producción del 
arroz en las últimas décadas lo que ha conducido a la disminución de reservas de arroz y 
limitaciones de exportación por lo que es necesario aumentar la producción mundial por 
área sembrada (Seck et al., 2012). Igualmente, el cultivo intensivo de arroz ha conducido a 
un deterioro constante de las propiedades físicas y químicas del suelo (Fedearroz, 2000). 
Esto ha incrementado el uso de fertilizantes nitrogenados los cuales presentan una baja 
asimilación y son causantes de gases de invernadero y eutroficación de aguas (Kennedy et 
al., 2004).  
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Figura 2-1. Precio de fertilizantes nitrogenados (dólares por tonelada de urea). Datos 
reportados por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos Fuente: 
(http://www.ers.usda.gov/Data/FertilizerUse, consultado en enero del 2012). 
 
La fertilización nitrogenada representa el 20% de los costos de producción (Castilla et al., 
2006) y su costo ha aumentado significativamente en los últimos años (Figura 2-1). Una 
estrategia para la sostenibilidad de los cultivos de arroz es el uso de PGPR diazotróficos ya 
que estos inoculantes pueden complementar la fertilización de N, aumentar la asimilación de 
N, promover el crecimiento y, por lo tanto, disminuir los costos de producción y la 
contaminación asociada (Ladha y Reddy, 2003; Choudhury y Kennedy, 2004; Seck et al., 
2012). Sin embargo, se han presentado diversas inconsistencias en la promoción de 
crecimiento vegetal por la inoculación individual (Okon y Labandera-Gonzáles, 1994) y 
de mezclas bacterianas (de Freitas 2000; Felici et al., 2008) por lo que es necesario evaluar 
estrategias diferentes al aislamiento de cepas puras y las mezclas entre PGPR. Igualmente, 
los incrementos en la promoción de crecimiento han sido relacionados con diversos 
factores agroecológicos que pueden limitar el crecimiento de las plantas inoculadas como 
son el tipo de suelo por lo que es necesario entender el efecto de este factor en la 
distribución de diazótrofos en las dos zonas de mayor producción de arroz en Colombia así 
como su efecto en términos de promoción de crecimiento vegetal en los inoculantes 
obtenidos (Díaz-Zorita y Fernández-Canigia, 2009). 
2.9 Hipótesis de investigación 
Dada la importancia y amplia distribución de diazótrofos en cultivos de arroz, el 
incremento de la actividad individual de PGPR por mezclas bacterias y los diversos 
factores agroecológicos que influyen sobre la actividad promotora de crecimiento vegetal, 
se consideran las siguientes hipótesis:  
 
1. Los enriquecimientos continuos durante 10 generaciones en un medio libre de N y los 
pases por planta en medio Hoagland sin fuente de N permiten la selección de consorcios 
no definidos (suspensión de comunidades bacterianas desconocidas) con alta fijación de N 
al partir de una suspensión microbiana rizosférica/raíces. 
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2. Los consorcios no definidos promueven el crecimiento en plantas de arroz.  
 
3. El aislamiento y caracterización de los miembros bacterianos de dichos consorcios no 
definidos permite la obtención de mezclas bacterianas definidas con capacidad promotora 
de crecimiento en arroz. 
 
4. La actividad promotora de crecimiento vegetal de los aislamientos obtenidos y sus 
mezclas dependerá de las condiciones agroecológicas donde sean aplicados y el origen de 
los inoculantes.  
 
Para lograr desarrollar las hipótesis propuestas se ha diseñado una metodología que deja 
atrás los estudios tradicionales fundamentados en la obtención de cepas puras que generan 
un gran número de morfotipos que luego de extensos ensayos en laboratorio no siempre 
presentan resultados significativos sobre la promoción de crecimiento en la planta (Park et 
al., 2005; Piao et al., 2005; Roesti et al., 2006; Sivaramaiah et al., 2007). En este sentido, 
se desarrolló un esquema metodológico con los siguientes objetivos (ver sección 2.10). 
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2.10 Objetivo general 
Caracterización de bacterias fijadoras de nitrógeno asociadas a cultivos de arroz y 
generación de inoculantes de consorcios bacterianos en los departamentos del Tolima y 
Meta. 
2.11   Objetivos específicos 
1. Caracterización agroecológica de bacterias fijadoras de nitrógeno asociadas a 
cultivos de arroz del departamento del Tolima y Meta. 
 
2. Desarrollar y seleccionar in vitro un consorcio nativo de diazótrofos asociado a 
cultivos de arroz. 
 
3. Determinar el efecto de la inoculación de consorcios sobre el crecimiento y 
productividad en cultivos de arroz. 
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3 Recuentos de diazótrofos aerobios, bacterias 
totales, actinomicetos y la actividad nitrogenasa 
en cultivos arroceros de los departamentos del 
Tolima y Meta 
Resumen 
Las principales zonas productivas de arroz del país comprenden los departamentos del 
Tolima y Meta. En el Meta el arroz se cultiva bajo sistema secano e inundado mientras en 
el Tolima el cultivo es inundado. Sin embargo, existe una limitada información sobre las 
diferencias microbiológicas de los cultivos arroceros en el país. El objetivo de esta 
investigación fue determinar la abundancia de microorganismos cultivables de diazótrofos 
aerobios, actinomicetos y conteos bacterianos totales, la actividad nitrogenasa y los 
parámetros físico-químicos en cuatro zonas arroceras, Meta secano, Meta inundado, 
Tolima norte y Tolima sur. Los suelos del Meta fueron diferenciados por el sistema de 
cultivo. Bajo condiciones de inundación se presentó mayor pH y concentración de Fe con 
respecto a los cultivos secanos. Igualmente, en los cultivos inundados la forma 
predominante del N fue el amonio mientras en los cultivos secanos predominaron los 
nitratos. Los suelos del Tolima sur presentaron fertilidad media, suelos ligeramente ácidos, 
altos contenidos de materia orgánica y altas concentraciones de Ca, Mg, Fe, Mn, Cu y Zn. 
Mientras los suelos del Tolima norte fueron de fertilidad baja, moderadamente ácidos, con 
altos contenidos de materia orgánica y niveles ideales de Ca, medios de Mg, K, Cu y un 
exceso de Fe, Mn, Zn y S. Con respecto a las variables microbiológicas se encontró que 
los conteos de bacterias totales, diazótrofos aerobios, actinomicetos y el potencial de la 
actividad nitrogenasa fueron influenciados por los parámetros físico-químicos del suelo. 
Los cultivos inundados presentaron mayores conteos bacterianos y de diazótrofos aerobios 
que los cultivos secanos, mientras la zona del Tolima sur, en la mayoría de casos, presentó 
mayores conteos bacterianos, diazótrofos aerobios y potencial nitrogenasa que el Tolima 
norte posiblemente a la mayor fertilidad de esta zona. La actividad nitrogenasa no fue 
detectada, posiblemente por la aplicación de altas concentraciones de fertilización 
nitrogenada mientras el potencial de la actividad nitrogenasa indica que los suelos 
presentan limitantes energéticas que podrían ser suplidas por enmiendas orgánicas. 
 
Palabras claves: Diazótrofos, arroz, actividad nitrogenasa, sistema secano, inundado. 
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3.1 Introducción 
El arroz se cultiva bajo diferentes regímenes hídricos, climas, tipos de suelos (Prasanna et 
al., 2010) y alberga una gran diversidad microbiana de grupos funcionales debido a una 
zonación dada por la inundación (Liesack et al., 2000). En Colombia el arroz se cultiva 
principalmente bajo dos sistemas de producción: sistema irrigado y secano. En el sistema 
irrigado, el agua de riego es provista por intervención humana mientras que en el sistema 
de producción secano, las necesidades hídricas del cultivo son suplidas por el régimen de 
lluvias de cada región (Fedearroz, 2000). Este trabajo se desarrolló en la zona centro 
(Tolima norte y Tolima sur) y los Llanos Orientales (Meta). Estas zonas entre los años 
2005 y 2011 aportaron el 78.90% y 74.48% de producción y superficie sembrada de arroz 
a nivel nacional, respectivamente (Fedearroz, 2012). En la zona centro los cultivos son 
inundados, presentan riego tecnificado y rendimientos promedio de 6280 kg ha
-1
, mientras 
en los Llanos Orientales se presenta sistema de cultivo inundado y secano en lotes de 
grandes extensiones y rendimientos promedio de 4620 kg ha
-1 
(Fedearroz, 2012).  
 
En los cultivos de arroz bajo inundación se generan macroambientes (zonas aerobias y 
anaerobias) y microambientes que son diferenciados por su potencial redox, propiedades 
físicas, estatus nutricional y de luz que permiten la actividad de un amplio grupo de 
microorganismos (Roger, 1995). En especial, diazótrofos aerobios, anaerobios, 
microaerofílicos, heterótrofos, fototrofos, de vida libre y simbióticos (Choudhury y 
Kennedy, 2004). Por otra parte, en los cultivos secanos con respecto a los cultivos 
inundados presentan menor agua intersticial, los contenidos de hierro y fosfato son bajos, 
el nitrato es la forma predominante del N, presenta menores rendimientos y mayor 
demanda de fertilizantes (Ponnamperuma, 1975), no obstante las características químicas 
de los cultivos secanos van a ser determinadas por el régimen de lluvias y la saturación de 
agua en el momento de muestreo.  
 
Los cultivos secanos presentan cada vez mayor interés debido a las limitaciones en los 
recursos hídricos para mantener grandes extensiones inundadas en continentes como Asia, 
África y Suramérica (Atlin et al., 2006; Piñheiro et al., 2006; Saito et al., 2007; Saito et al., 
2009). Sin embargo, existen una limitada información de los microorganismos asociados a 
los cultivos arroceros bajo condiciones secanas (Doi et al., 2007), a pesar de las marcadas 
diferencias de rendimiento entre los cultivos secanos e inundado (8 a 69%), las cuales se 
han asociado al número de temporadas de crecimiento del arroz secano, las estaciones 
secas y húmedas, las cultivariedades (Peng et al., 2006), la presencia de nematodos 
patógenos en el suelo (Ventura y Watanabe, 1978) y la inhibición del crecimiento por 
acumulación de sustancias toxicas provenientes de residuos de la raíz (Nishio y Kusano, 
1975).  
 
La mayoría de los suelos del mundo son deficientes en N y la aplicación de fertilización 
nitrogenada es esencial para obtener buenos rendimientos. Los cultivos de arroz tienen un 
gran desafío para evitar las pérdidas de N y aumentar la asimilación de este nutriente 
(Ladha y Reddy, 2003). Generalmente, en cultivos de arroz la urea es la fuente de N más 
conveniente, desafortunadamente menos del 50% de la urea aplicada es tomada por la 
planta (Kennedy et al., 2004). Esta baja eficacia es causada por la volatilización de NH3 y 
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procesos de desnitrificación y lixiviación que conducen al aumento de gases de 
invernadero y toxicidad de aguas subterráneas (Kennedy et al., 2004). El estudio de la 
microbiología del arroz y en especial la fijación biológica del N permite complementar o 
reemplazar la fertilización nitrogenada, disminuir la aplicación de fertilizantes inorgánicos 
y aumentar la asimilación de nutrientes (Ladha y Reddy, 2003).  
 
A pesar de las diferencias entre las regiones del Tolima y el Meta, en términos del tipo de 
suelo, manejo de cultivo, condiciones climáticas y manejo del recurso hídrico, se 
desconoce el efecto de estas diferencias sobre la actividad microbiana y los efectos que 
puede ocasionar la implementación de inoculantes microbianos dentro del manejo 
integrado de la fertilización. En este contexto, se parte de la hipótesis que la abundancia de 
diazótrofos aerobios, bacterias totales, actinomicetos y actividad nitrogenasa en cultivos 
arroceros va depender del tipo de suelo (las características físico químicas) y el manejo del 
cultivo (sistema de producción secano o inundado) de cada zona arrocera. Por lo tanto, el 
objetivo de este estudio fue determinar la abundancia de microorganismos cultivables 
asociados a la fijación de N2 (diazótrofos) y su actividad específica en el suelo, la 
abundancia de actinomicetos, y bacterias totales y la relación de estos parámetros con las 
condiciones físico-químicas del suelo en cuatro zonas arroceras del país (dos en Tolima y 
dos en Meta) durante dos periodos de tiempo. 
3.2 Materiales y Métodos 
3.2.1 Sitio de estudio y muestreo 
Dieciséis fincas arroceras provenientes de los departamentos del Tolima y Meta fueron 
muestreadas durante dos años. Se muestrearon 4 fincas del Tolima sur (fincas 1-4), 4 
fincas del Tolima norte (fincas 5-8), en el Meta se tomaron 4 fincas bajo sistema inundado 
(fincas 11-14) y 4 fincas bajo sistema secano (fincas 9, 10, 15 y 16). En el Tolima, los 
cultivos de arroz son inundados con sistema de riego tecnificado, la temperatura promedio 
es de 23 °C y pluviosidad de 1122 mm. En el Meta, los suelos son principalmente Oxisoles 
con baja fertilidad y altos contenidos de Fe y Mn (Malagón, 1995; Fedearroz, 2000), 
presenta un régimen de lluvias entre 3000 y 4000 mm por año y temperaturas entre 17 y 27 
°C. De cada finca se conformaron 3 muestras integradas a partir de 15 submuestras de 
suelo rizosférico/raíces, estas submuestras fueron tomadas en transeptos de ~25 m a lo 
largo de todo el lote. Las muestras fueron mantenidas a 4 °C antes de su procesamiento. 
En el segundo año, las mismas fincas fueron muestreadas, sin embargo difirieron en su uso 
y cultivariedad (Tabla 3-1). 
3.2.2 Análisis físico-químico 
Para cada finca se tomó una muestra integrada de suelo para determinar los parámetros 
físicos químicos según técnicas estándares (Horwitz, 2000). El pH del suelo se determinó 
utilizando una relación suelo:agua 1:1 (p/v); el C orgánico (CO) por el método de 
Walkley-Black; iones intercambiables como el Ca, K, Mg y Na intercambiables fueron 
determinados por extracción con acetato de amonio 1N pH 7; acidez intercambiable (Al) 
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por extracción con KCl 1M; capacidad de intercambio catiónico (CIC) por desplazamiento 
del NH4
+
 intercambiado con NaCl 1M; P aprovechable, por el método de Bray II; Cu, Fe, 
Mn, Zn por extracción con DTPA; B con extracción con fosfato monobásico (Azometina-
H); arcillas, limo y arena por el método de Bouyoucos, previa dispersión con 
hexametafosfato de sodio; textura con el triángulo de clasificación textural del United 
States Department of Agriculture; nitrógeno total (NT) por el método de semi-micro 
Kjeldahl (vm); NH4
+
 y NO3
-
 por extracción con KCl 2M, destilación con MgO y aleación 
de Devarda respectivamente (Horwitz, 2000). La interpretación de los análisis de suelos se 
realizó según Frye (2001). 
3.2.3 Conteos microbiológicos 
Se realizaron diluciones seriadas de las tres muestras compuestas de suelo en NaCl al 
0.85% por cada finca. Los conteos microbiológicos para estimar la abundancia de 
bacterias totales se hicieron en agar nutritivo (AN, Oxoid®), actinomicetos en medio 
caseína-almidón (ACT; Takizawa et al., 1993), diazótrofos aerobios en medio libre de N 
(Nfb; Rennie, 1981) modificado. Este medio está compuesto por (g l
-1
): ácido málico (5.0), 
K2HPO4 (0.5), NaCl (0.1), MgSO4 7H2O (0.2), CaCl2 2H2O (0.02), KOH (2.0), glucosa 
(8.0), manitol (8.0), azul de bromotimol (0.05), 2 mL de una solución de micronutrientes 
(Para 200 mL: Na2MoO4 2H2O 0.02 g, MnSO4 0.235 g, H3BO3 0.280 g, CuSO4 5H2O 
0.008 g, ZnSO4 7H2O 0,0024 g), 4 mL de EDTA-Fe (Na2EDTA 2H2O 0.8258 g y FeSO4 
7H2O 0.556 g), 1 mL de vitaminas (biotina 0.1 g L
-1
 y piridoxina 0.2 g L
-1
). Las placas 
fueron incubadas a 30 °C por 1 día para conteos totales de bacterias y 5 días para 
actinomicetos y diazótrofos aerobios. Los conteos fueron corregidos por el peso seco del 
suelo.  
3.2.4 Actividad nitrogenasa 
La actividad nitrogenasa del suelo fue determinada por la prueba de reducción de acetileno 
según lo descrito por Zuberer y Silver (1978). Para cada cultivo se muestrearon 3 puntos 
dentro del transepto de muestreo y en cada punto se tomaron cinco replicas por punto (15 
núcleos de suelo por lote) al enterrar en el suelo una jeringa de 5 cm de largo y 1 cm de 
diámetro. Estos núcleos fueron depositados en frascos ámbar de 50 mL de volumen. Para 
el segundo año, a siete núcleos de suelo se les determinó la actividad nitrogenasa y a otros 
ocho el potencial de la actividad nitrogenasa al agregar 0.5 mL de una solución que 
contiene 8 g L
-1
 de glucosa y 8 g L
-1
 de manitol. Los frascos fueron sellados 
herméticamente y el 20% de la atmósfera del frasco fue reemplazado con acetileno. Luego, 
fueron incubados durante 3 días a 30 °C. Posteriormente, se retiró 1 mL de la atmósfera de 
los frascos y se analizó mediante un cromatógrafo de gases (Varian 6000 Intrument Group, 
USA), equipado con un detector de ionización de hidrógeno por flama (FID). Las 
condiciones de uso fueron: columna de 150x0.2 cm empacado con Porapak N 80/100, 
temperatura de la columna de 60 °C, temperatura del inyector 50 °C, temperatura del 
detector de 200 °C, el N y el hidrógeno fueron transportados a un flujo de 25 mL min
-1
 y el 
rango del flujo de aire fue de 300 mL min
-1
 (Lozano, 1998). 
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Tabla 3-1. Características generales de 16 fincas arroceras de los departamentos del Tolima y Meta durante 2 periodos de muestreo. 
Finca Geoposición 
Fecha de muestreo Sistema de  
Cultivo 
Municipio 
Fecha de siembra Cultivariedad 
1
er
 año 2
do
 año 1
er
 año 2
do
 año 1
er
 año 2
do
 año 
1 4º56”002” N / 74º53”3.86”W 07/07/08 26/10/09 Inundado Armero 20/04/08 06/07/09 Fed 60 Colombia 21 
2 4º49”20” N / 74º55”6.57”W 07/07/08 26/10/09 Inundado Lérida 19/04/08 12/08/09 Fed 60 Fed 60 
3 4º54”6.09” N/ 74º53”3.79”W 08/07/08 26/10/09 Inundado Lérida 07/04/08 Descanso Fed 60 Descanso
b
 
4 4º48”0.29” N/ 74º59”1.70”W 08/07/08 26/10/09 Inundado  Lérida 07/04/08 01/08/09 Fed 60 Fed 60 
5 3º55”51.22”N/ 75º”0” W 21/07/08 05/10/09 Inundado Saldaña 27/04/08 ND Fed 60 Fed 275 
6 3º52”21” N/ 74º”58”53”W 21/07/08 05/10/09 Inundado Purificación 28/04/08 Descanso Fed 60 Descanso 
7 3º54”37” N/ 75º”55”32”W 22/07/08 05/10/09 Inundado Saldaña 29/04/08 23/06/09 Fed 60 Fed 275 
8 3º53”38” N/ 74º”59”47”W 22/07/08 05/10/09 Inundado Saldaña 13/04/08 23/06/09 Fed 60 Fed 60 
9 3º59´9.05¨N/73º13¨56.6¨W 12/08/08 02/07/09 Secano Villavicencio 07/05/08 06/05/09 Fed 369 Fed 174 
10 3º59´9.05¨N/73º13¨56.6¨W  12/08/08 02/07/09 Secano Villavicencio 11/05/08 15/05/09 Fortaleza Fed 174 
11 3º44´8.11¨N/73º26¨15.7¨W 13/08/08 01/07/09 Inundado Castilla La 
Nueva 
08/04/08 25/05/09 Fed 369 Fortaleza 
12 3º48´0.99¨N/73º29¨19.5¨W 13/08/08 01/07/09 Inundado 12/04/08 Descanso Fed 369 Descanso 
13
a
 3º45´47.66¨N/73º25¨25.86¨W 13/08/08 01/07/09 Inundado Acacias 15/04/08 25/03/09 Fed 369 Fed 369 
14 4º04´0.39¨N/73º9¨3.12¨W 14/08/08 02/07/09 Inundado Villavicencio 08/02/08 Descanso Fed 369 Descanso 
15 4º01¨8.61¨N/73º28¨7.06¨W 14/08/08 03/07/09 Secano Villavicencio 08/04/08 Descanso Fed 369 Barbecho
c
 
16 4º02¨2.60¨N/73º29¨58¨W 14/08/08 03/07/09 Secano Villavicencio 16/04/08 14/05/11 Fed 369 Improarroz15-50 
Fed: Fedearroz, ND: No Determinado, a) La finca 13 no pudo ser muestreada en el año 2 por encontrarse en extinción de dominio. Esta fue remplazada 
por la finca Corrosal de la vereda San Lorenzo con las siguientes coordenadas 3º46´721¨N/73º27´31.4¨W; b) Las fincas en descanso no se encontraban 
cultivadas en el momento del muestreo c) El barbecho es un descanso de más de 6 meses. 
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3.2.5 Análisis estadístico 
Para determinar diferencias estadísticas entre las zonas muestreadas se realizó una 
ANOVA. Diferencias con valor P≤0.05 fueron consideradas significativas. Se empleó un 
análisis de comparaciones múltiples de Tukey para determinar diferencias entre los 
parámetros evaluados. Los datos no paramétricos fueron analizados por la prueba de 
Kruskal Wallis. Las correlaciones entre las variables evaluadas se establecieron a través de 
la prueba de Pearson usando el paquete estadístico Minitab 14. El análisis de componentes 
principales (PCA) fue desarrollado en el programa R. 
3.3 Resultados 
3.3.1 Caracterización química y física de suelos arroceros 
Para el departamento del Meta, primer año, se encontraron diferencias significativas entre 
cultivos inundados y secanos en parámetros como el pH, Fe y NO3
-
 (Tabla 3-2). Similares 
resultados fueron encontrados en el PCA entre parámetros físico químicos y las fincas 
(Figura 3-1a). Para el segundo año, las fincas de cultivos secanos presentaron mayor CIC, 
concentración de Mn, %NT y Mg que las fincas inundadas (Tabla 3-2). Entre los demás 
parámetros no se encontraron diferencias significativas (Anexo 1). El PCA separó la finca 
15 de las fincas secanas pero no mostró diferencias con las fincas inundadas y las que se 
encontraban en descanso (Figura 3-1b). 
  
Tabla 3-2. Comparación de las propiedades físicas y químicas entre suelos arroceros 
inundados y secanos en el departamento del Meta durante dos periodos de tiempo. 
Parámetros 
1er año 
 
2do año 
Inundado Secano 
 
Inundado Secano 
pH  5.40 (0.11)a 4.70 (0.09)b   5.55 (0.05)a 5.33 (0.09)a 
Mg (mmolc kg
-1
) 0.37 (0.06)cb 0.59 (0.04)ab 
 
0.31 (0.03)c 0.68 (0.08)a 
Al (mmolc kg
-1
) 0.87 (0.30)ab 0.16 (0.09)a 
 
0.00 0.84 (0.32)ab 
CIC (mmolc kg
-1
) 7.69 (1.43)ab 9.38 (0.40)ab 
 
6.21 (0.54)b 10.11 (0.60)a 
Fe (mg kg
-1
) 426.7 (32.6)a 219.5 (23.4)c 
 
405.5 (14.2)ab 264.2 (54.0)cb 
Mn (mg kg
-1
) 44.58 (5.37)b 43.60 (7.47)b 
 
53.53 (7.08)b 95.38 (11.69)a 
%NT  0.17 (0.02)a 0.22 (0.01)a 
 
0.12 (0.01)b 0.19 (0.00)a 
NH4
+
 (mg kg
-1
) 42.13 (5.72)a 27.78 (4.00)a 
 
26.08 (5.72)a 25.18 (1.89)a 
NO3
-
 (mg kg
-1
) 9.09 (3.26)b 29.45 (3.84)a  4.29 (0.94)b 5.35 (0.27)b 
Mg (Magnesio), Al (acidez intercambiable), CIC (Capacidad de intercambio catiónico) Fe (Hierro), 
Mn (Manganeso), NT (nitrógeno total). Entre paréntesis el error estándar, letras diferentes 
representan diferencias significativas según análisis de comparaciones múltiples de Tukey. 
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Figura 3-1. Análisis de componentes principales entre fincas arroceras y parámetros físico-
químicos para el primero (A) y segundo año de muestreo (B). Los cultivos inundados para 
el primer año corresponden a las fincas 11, 12, 13 y 14. Mientras los cultivos secanos 
corresponden a las fincas 9, 10, 15 y 16. Para el segundo año las fincas 12 y 14 estaban en 
descanso y la finca 15 en barbecho. H (Humedad), NT (Nitrógeno total). 
 
La zona de Tolima sur presentó mayores valores que la zona del Tolima norte para las 
concentraciones de Ca, Ca/Mg, Ca/K, (Ca+Mg)/K, CIC, Cu, limo y arcilla, mientras que los 
valores de Mn, B y S fueron mayores en el Tolima norte (Tabla 3-3). Estas relaciones no 
cambiaron entre el primero y segundo año, a pesar del descanso de algunas fincas para el 
segundo año (Figura 3-1). 
 
Tabla 3-3. Comparación de las propiedades físicas y químicas entre suelos arroceros de la zona 
norte y sur del departamento del Tolima 
Variables 
Primer año 
 
Segundo año 
Tolima norte Tolima sur 
 
Tolima norte Tolima sur 
Ca (mmolc kg
-1
) 5.29 (1.05) b 14.65 (1.44) a 
 
5.12 (0.64) b 14.20 (1.16) a 
Ca/Mg  2.71 (0.17) b 4.61 (0.42) a 
 
2.81 (0.15) b 4.43 (0.49) a 
Ca/K  20.45 (2.61) b 41.62 (6.30) a 
 
23.05 (1.61) b 45.79 (5.33) a 
(Ca+Mg)/K  28.12 (3.86) c 50.80 (7.12) ba 
 
31.29 (1.97) cb 56.42 (6.50) a 
CIC (mmolc kg
-1
) 12.33 (1.74) c 19.03 (1.18) ba 
 
13.68 (1.58) cb 20.13 (1.52) a 
Mn (mg kg
-1
) 166.38 (50.62) ba 74.33 (17.08) ba 
 
293.65 (93.45) a 37.63 (7.11) b 
B (mg kg
-1
) 0.34 (0.04) ba 0.25 (0.02) b 
 
0.40 (0.04) a 0.31 (0.02) ba 
%Limo  18.25 (1.11) b 35.00 (2.86) a 
 
22.50 (5.06) ba 33.50 (1.26) a 
%Arena  62.00 (5.69) a 33.75 (3.66) b 
 
59.50 (5.68) a 35.50 (1.71) b 
S  ND  ND   54.68 (16.24) a 10.80 (2.53) b 
Ca (Calcio), Mg (Magnesio), K (Potasio), CIC (Capacidad de intercambio catiónico), B (Boro), S 
(azufre), ND. No determinado. Error estándar entre paréntesis, letras distintas significan diferencias 
significativas según análisis de comparaciones múltiples de Tukey  
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Figura 3-2. Análisis de componentes principales entre fincas arroceras y parámetros físico-
químicos para el primero (A) y segundo año de muestreo (B) del Tolima norte (fincas 1-4) 
y Tolima sur (5-8). Para el segundo año las fincas 3 y 6 se encontraban en descanso. 
3.3.2 Conteos en placa  
Para el primer año, en el departamento del Meta, los cultivos inundados presentaron 
conteos superiores en agar nutritivo y Nfb que los cultivos secano (Tabla 3-4). Los conteos 
de agar nutritivo se correlacionaron con el pH y la concentración de amonio, Fe, Zn, %NT 
y Al, mientras los conteos de diazótrofos aerobios se correlacionaron con el porcentaje de 
humedad (Tabla 3-5). Para el segundo año, los conteos fueron superiores en la mayoría de 
fincas con respecto al primer año y no se encontraron diferencias significativas entre 
sistemas de cultivo. Para el segundo año no se detectaron diferencias entre los cultivos en 
descanso y los sembrados. 
 
Para el departamento del Tolima, los conteos en agar nutritivo del Tolima sur fueron 
superiores a los del Tolima norte durante los dos años de muestreo (Tabla 3-6). Estos 
conteos bacterianos fueron influenciados por las concentraciones de Fe y Mn en el primer 
año (Tabla 3-7). Los conteos de diazótrofos se diferenciaron entre las dos zonas del Tolima 
para el segundo año. Estos conteos en medio Nfb, al igual que los conteos de bacterias 
totales fueron correlacionados con el pH, la disponibilidad de cationes, el P, Cu, la textura 
del suelo, el S y el Mn (Tabla 3-7). Los conteos de actinomicetos fueron superiores en el 
Tolima norte que en el Tolima sur para el segundo año. Estos conteos se correlacionaron 
negativamente con la relación Ca/K, Ca+Mg/K, Na, Cu, NH4
+
 y el porcentaje de humedad 
(Tabla 3-7). 
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Tabla 3-4. Comparación de conteos microbiológicos (Log de UFC g
-1
 de peso seco) entre cultivos inundados (fincas 11-14) y secanos 
(Fincas 9, 10, 15 y 16) del departamento del Meta 
Sistema Fincas 
AN 
 
Nfb 
 
ACT 
Año 1 
 
Año 2   Año 1 
 
Año 2 
 
Año 1 
 
Año 2 
S 9 7.09 (0.06) b B 
 
7.51 (0.11) ba A 
 
7.04 (0.03) dc B 
 
7.44 (0.01) cba A  5.79 (0.03) dc B  6.73 (0.07) ba A 
S 10 7.18 (0.02) ba A  7.29 (0.13) cba A 
 
7.29 (0.03) cb A 
 
7.26 (0.07) c A 
 
6.74 (0.06) a A 
 
6.63 (0.02) cb A 
S 15 6.77 (0.08) c B 
 
7.33 (0.06) cba A 
 
6.58 (0.06) e B  7.52 (0.04) a A 
 
5.74 (0.02) dc B 
 
6.84 (0.01) a A 
S 16 6.85 (0.02) c B 
 
7.08 (0.05) c A 
 
7.39 (0.06) b A 
 
7.43 (0.02) cba A 
 
5.68 (0.03) d B 
 
6.83 (0.02) a A 
I 11 7.26 (0.05) ba A 
 
7.28 (0.06) cba A 
 
7.28 (0.05) cb B 
 
7.51 (0.06) a A 
 
5.69 (0.03) d B 
 
6.43 (0.04) d A 
I 12 7.38 (0.07) a B 
 
7.56 (0.02) a A 
 
7.80 (0.10) a A 
 
7.48 (0.02) ba B 
 
5.74 (0.04) dc B 
 
6.5 (0.02) dc A 
I 13 7.28 (0.04) ba A 
 
7.18 (0.06) cb A 
 
7.52 (0.03) ba A 
 
7.39 (0.03) cba B 
 
5.96 (0.02) b B 
 
6.61 (0.02) cb A 
I 14 7.36 (0.04) a A 
 
7.05 (0.03) c B 
 
6.77 (0.10) ed B 
 
7.33 (0.03) cb A 
 
5.87 (0.02) cb B 
 
6.61 (0.03) cb A 
Promedio 
                  Inundado 
 
7.32 (0.03) a 
  
7.27 (0.04) a 
  
7.34 (0.09) a 
  
7.43 (0.02) a 
  
5.77 (0.05) a 
  
6.54 (0.02)b 
 Secano 
 
6.97 (0.04) b   7.30 (0.05) a   7.07 (0.07) b   7.41 (0.03) a   5.74 (0.01) a    6.76 (0.02)a  
Sistema secano (S) e inundado (I). Entre paréntesis el error estándar con seis repeticiones por finca. AN, conteos en agar nutritivo. Nfb, medio libre de N 
para diazótrofos aerobios. ACT, actinomicetos. Letras minúsculas indican diferencias significativas entre fincas y letras mayúsculas diferencias entre 
muestreo por la prueba de Tukey o Kruskal Wallis. UFC: unidades formadoras de colonias. 
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Tabla 3-5. Correlaciones entre parámetros físico químicos, conteos microbiológicos y 
potencial de la actividad nitrogenasa en cultivos del Meta 
  
Meta año 1 
 
Meta año 2 
AN Nfb ACT 
 
AN Nfb ACT PARA 
pH 0. 88*** 0.11 -0.12 
 
0.11 0.08 -0.46 0.27 
Mg -0.51 -0.23 0.36 
 
0.20 0.03 0.71** 0.18 
K -0.34 -0.40 0.07 
 
0.47 0.63* -0.09 -0.13 
Ca/Mg 0.31 0.00 -0.33 
 
-0.37 -0.30 -0.72** 0.06 
Mg/K -0.24 0.02 0.09 
 
-0.42 0.19 0.73** -0.40 
Na -0.56 -0.61 -0.33 
 
-0.06 -0.68* -0.13 0.39 
Fe 0.66* 0.34 -0.37 
 
-0.18 0.32 -0.33 -0.39 
Zn -0.69* -0.08 -0.07 
 
-0.03 -0.53 0.36 0.29 
%NT -0.65* -0.06 0.19 
 
0.27 0.07 0.74* 0.09 
NH4
+
 0.57 0.28 0.23 
 
0.59 0.64* -0.41 -0.19 
NO3
-
 -0.94*** -0.39 0.01 
 
0.15 0.13 0.28 0.08 
Limo -0.49 0.00 -0.16 
 
0.00 -0.03 0.68* 0.02 
%H 0.58 0.77* -0.04 
 
0.27 0.55 0.34 -0.41 
Al -0.69* 0.04 0.02   -0.28 -0.38 0.54 -0.09 
Recuentos en agar nutritivo (AN), diazótrofos aerobios en medio libre de N (Nfb) y actinomicetos 
(ACT) en medio de cultivo caseína-almidón. (PARA): Potencial de la actividad nitrogenasa luego 
de agregar solución de azucares a núcleos de suelo. %H (porcentaje de humedad). * P≤0.1; ** 
P≤0.05; *** P≤0.01). 
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Tabla 3-6. Comparación de conteos microbiológicos (Log de UFC g
-1
 de peso seco) entre cultivos inundados del Tolima norte (fincas 1-
4) y Tolima sur (fincas 5-8). 
Fincas 
AN 
 
Nfb 
 
ACT 
Año 1 
 
Año 2   Año 1 
 
Año 2 
 
Año 1 
 
Año 2 
1 6.95 (0.04) c A 
 
6.96 (0.03) c A 
 
7.22 (0.04) b A 
 
7.23 (0.01) d A 
 
4.35 (0.08) cb B 
 
6.54 (0.01) a A 
2 6.89 (0.04) c A 
 
6.95 (0.02) c A 
 
7.27 (0.05) b A 
 
7.24 (0.01) d A 
 
4.27 (0.08) c B 
 
6.46 (0.02) a A 
3 7.30 (0.05) a A 
 
6.88 (0.02) c B 
 
7.28 (0.01) b B 
 
7.33 (0.01) c A 
 
4.33 (0.01) cb B 
 
6.44 (0.02) a A 
4 7.03 (0.04) cb A 
 
6.93 (0.01) c B 
 
7.1 (0.06) b A 
 
7.19 (0.02) d A 
 
4.44 (0.04) cb B 
 
6.50 (0.01) a A 
5 6.97 (0.08) c B 
 
7.74 (0.06) b A 
 
6.81 (0.17) c B 
 
8.27 (0.01) b A 
 
4.22 (0.03) c B 
 
6.19 (0.03) c A 
6 7.02 (0.09) cb B 
 
7.86 (0.06) ba A 
 
6.85 (0.08) c B 
 
8.30 (0.02) b A 
 
4.35 (0.04) cb B 
 
6.52 (0.04) a A 
7 7.24 (0.04) ba A 
 
7.85 (0.03) ba B 
 
7.28 (0.05) b B 
 
8.36 (0.02) a A 
 
4.87 (0.06) a B 
 
6.48 (0.02) a A 
8 7.47 (0.06) a A 
 
7.90 (0.02) a B 
 
7.49 (0.02) a B 
 
8.28 (0.01) b A 
 
4.52 (0.02) b B 
 
6.31 (0.02) b A 
Zona 
                 Norte 7.04 (0.04) b 
  
6.93 (0.01) b 
  
7.22 (0.02) a 
  
7.25 (0.01) b 
  
4.35 (0.03) a 
  
6.49 (0.01) a 
 Sur 7.17 (0.05) a 
  
7.84 (0.02) a 
  
7.11 (0.08) a 
  
8.30 (0.01) a 
  
4.49 (0.07) a 
  
6.37 (0.03) b 
 Entre paréntesis el error estándar con seis repeticiones por finca. AN, conteos en agar nutritivo. Nfb, medio libre de N para diazótrofos aerobios. 
ACT, actinomicetos. Letras minúsculas indican diferencias significativas entre fincas y letras mayúsculas diferencias entre muestreo por la prueba de 
Tukey o Kruskal Wallis. 
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Tabla 3-7. Correlaciones entre parámetros físico químicos y conteos microbiológicos en 
cultivos del Tolima 
Parámetros 
Primer año 
 
Segundo año  
AN Nfb ACT 
 
AN Nfb ACT PARA 
pH 0.08 -0.07 0.67*** 
 
0.79** 0.73** -0.14 0.30 
Ca 0.10 -0.41 0.40 
 
0.93*** 0.95*** -0.35 0.65* 
Mg 0.04 -0.11 0.64*  0.69* 0.69* -0.03 0.59 
K 0.30 0.14 0.91*** 
 
0.47 0.48 0.19 0.29 
Ca/Mg 0.18 -0.48 -0.11 
 
0.75** 0.78** -0.58 0.33 
Mg/K -0.35 -0.45 -0.10 
 
0.55 0.51 -0.46 0.67* 
Ca/K -0.11 -0.68** -0.17 
 
0.85*** 0.84*** -0.70** 0.65* 
Ca+Mg/K -0.15 -0.68** -0.17 
 
0.84*** 0.82*** -0.68** 0.68* 
Na 0.17 -0.03 0.49 
 
0.41 0.43 -0.74** 0.51 
CIC 0.02 -0.34 0.37 
 
0.76** 0.79** -0.28 0.54 
P 0.44 -0.10 0.25 
 
0.72** 0.79** -0.31 0.34 
Cu 0.47 -0.28 -0.07 
 
0.67* 0.70** -0.73** 0.66* 
Fe 0.80** 0.50 -0.03 
 
-0.05 -0.04 -0.44 0.33 
Mn -0.67* 0.13 -0.08 
 
-0.72** -0.78** 0.37 -0.51 
B -0.19 -0.05 0.04 
 
-0.59 -0.64* 0.12 0.05 
NH4
+
 -0.19 0.53 -0.33 
 
0.33 0.30 -0.68* 0.47 
NO3
-
 -0.42 -0.05 -0.66** 
 
0.42 0.44 0.03 0.45 
Arcilla -0.12 -0.36 0.13 
 
0.84*** 0.83*** -0.31 0.51 
Limo 0.15 -0.47 0.11 
 
0.65* 0.684* -0.16 0.41 
Arena -0.02 0.46 -0.13 
 
-0.86*** -0.87*** 0.27 -0.52 
%Humedad 0.04 -0.16 -0.53 
 
0.22 0.25 -0.81** 0.40 
Nfb 0.62      0.99***      0.65* 
S 
    
-0.74 -0.71 0.47 -0.62* 
Recuentos en agar nutritivo (AN), diazótrofos aerobios en medio libre de N (Nfb) y actinomicetos 
(ACT) en medio de cultivo caseína-almidón. (PARA): Potencial de la actividad nitrogenasa luego de 
agregar solución de azucares a núcleos de suelo. * P≤0.1; ** P≤0.05; *** P≤0.01 
3.3.3 Actividad nitrogenasa en núcleos de suelo 
Para el primero y segundo año, no se detectó actividad nitrogenasa en ninguna de las 16 
fincas muestreadas. Por ello, se evaluó el potencial de la actividad nitrogenasa mediante la 
aplicación de una enmienda energética de glucosa-manitol (Figura 3-3). Las fincas del 
Meta presentaron mayor potencial actividad nitrogenasa que las fincas del Tolima (Figura 
3-3). Para el Meta, el potencial de la actividad nitrogenasa no presentó diferencias entre 
sistemas de cultivo ni se correlaciono con los parámetros físico-químicos del suelo (Tabla 
3-5).  
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Figura 3-3. Potencial de la actividad nitrogenasa en nmoles de etileno g de peso seco de 
suelo
-1
 día
-1
 para el Tolima norte (fincas 1-4), Tolima sur, (fincas 5-8) y Meta inundado 
(fincas 11-14) y Meta secano (fincas 9, 10, 15 y 16) para el segundo año. Las barras 
corresponden al promedio con su respectivo error estándar. Letras diferentes indican 
diferencias estadísticas (P≤0.05) por la prueba de comparación de Tukey. 
 
Las fincas del Tolima sur, con excepción de la finca 6 que se encontraba en descanso, 
presentaron mayor potencial de actividad nitrogenasa que las fincas del Tolima norte 
(Figura 3-3). El Tolima sur presentó actividad de 5.86 nmoles de etileno g
-1
 día
-1
, en 
promedio; mientras que en el Tolima norte el promedio fue de 3.15 nmoles de etileno g
-1
 
día
-1
. La actividad nitrogenasa se correlacionó con el recuento en medio Nfb, S, Cu y la 
disponibilidad de cationes como el Ca (Tabla 3-7). 
3.4 Discusión  
Parámetros físico químicos. Los suelos analizados del Meta se caracterizan por el pH 
fuertemente ácido, altos contenidos de Fe y Mn, bajas concentraciones de K, Ca y Mg lo 
cual concuerda con la descripción de Oxisoles de la Orinoquia realizada por Malagón 
(1995) y Fedearroz (2000). Los cultivos inundados y secanos del departamento del Meta 
fueron diferenciados por las características físico-químicas del suelo para el primer 
periodo de muestreo. Los cultivos inundados presentaron mayores valores de pH y Fe 
(Tabla 3-1). Para los cultivos secano el nitrato fue el estado predominante del N, mientras 
en los inundados fue el amonio (Tabla 3-1). Estas diferencias para el primer año podrían 
obedecer a la presencia de la película de agua ya que las condiciones de inundación 
incrementan en el pH, así como unas mayores condiciones reductoras, lo cual se refleja en 
una mayor disponibilidad de amonio que de nitratos, y la solubilización de elementos 
como el Mn y Fe (Ponnamperuma, 1975). En este estudio se encontraron diferencias en el 
contenido de Fe cercanos al doble entre cultivos secanos e inundados, lo que coincide con 
lo reportado por Ratering y Schnell (2000). Para el segundo año, no se encontraron 
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diferencias en los parámetros físico-químicos entre sistemas de cultivo secano e inundado 
(Tabla 3-2). Esto podría obedecer a una condición generalizada de inundación dada por las 
condiciones de lluvia para el periodo de muestreo ya que durante el primer muestreo los 
niveles de precipitación para el mes de agosto del 2008 fueron de ~250 mm mientras para 
el segundo muestreo, julio 2009, fueron de ~360 mm (Anexo 2. Datos climáticos de la 
estación meteorológica de Santa Rosa, Meta). Esto explicaría el aumento de pH para los 
cultivos secanos, el aumento de la solubilización de Mg, Mn e indirectamente el aumento 
de la CIC y que el amonio fuera la forma predomínate del N. Igualmente, el tiempo de 
descanso de los suelos no fue lo suficiente para ver diferencias en porcentajes de materia 
orgánica, pero sí del porcentaje de N orgánico.  
 
Las zonas del Tolima norte y sur fueron diferenciadas por los parámetros físico químicos, 
lo que coincide con lo reportado por Fedearroz (2000) y Malagón (1995). En la zona del 
norte del Tolima predominan los suelos del orden Alfisoles, cubiertos recientemente por 
lodos arenosos con altos contenidos de Fe y S, convirtiéndolos en salinos ácidos por la alta 
concentración de sulfatos (Fedearroz, 2000). Por otra parte, los suelos del Tolima sur son 
suelos ácidos a neutros, con alta CIC asociada con altas concentraciones de Ca, carbonatos 
y elementos como el Cu (Malagón, 1995). Las diferencias entre las zonas no cambiaron 
entre el primer y segundo año, indicando que los parámetros físico químicos son muy 
estables en el tiempo. 
 
Recuentos microbiológicos. Los cultivos inundados presentaron conteos 
significativamente superiores a los cultivos secanos para bacterias totales y diazótrofos 
aerobios en el departamento del Meta durante el primer año de muestreo, lo que coincide 
con lo reportado por Barraquio et al. (1986). Estas abundancias podrían ser favorecidas por 
la inundación ya que esta aumenta la disponibilidad de nutrientes y micro y macro hábitats 
para el establecimiento de una gran diversidad de microorganismos (Liesack et al., 2000). 
Sin embargo, estos datos son contradictorios a lo reportado por Doi et al. (2007) quienes 
reportaron conteos bacterianos superiores en cultivos de arroz secanos que en cultivos 
inundados. Cho et al. (2002) reportan que la población de bacterias del suelo decrece 
rápidamente después de la inundación debido a la reducción de los contenidos de oxígeno. 
Las diferencias encontradas en este estudio en relación a los reportes anteriores podrían 
obedecer a que las muestras de este estudio corresponden a suelo rizosférico/raíces, zona 
que es considerada aerobia a pesar de la inundación, gracias al tejido arenquimatoso en el 
arroz, lo que permite una buena disposición del oxígeno atmosférico en la raíz (Armstrong, 
1971) y el establecimiento de diversos hábitats microbianos (Liesack et al., 2000). 
 
La finca 15 que se encontraba en barbecho para el segundo año no se diferenció de los 
cultivos secanos para los conteos bacterianos (Tabla 3-4), similares resultados fueron 
presentados para las fincas en descanso (fincas 12 y 14) y las fincas inundadas (Tabla 3-4). 
Esto sugiere que los conteos no fueron un adecuado marcador del uso de suelo ya que la 
finca 15 presentó los más altos valores para los suelos del Meta para la actividad proteasa, 
arilsulfatasa, fosfatasa ácida y B-glucosidasa (Uribe-Vélez y Melgarejo, 2012). No 
obstante no se encontraron diferencias entre sistemas de cultivo para el Meta en el segundo 
año posiblemente a que el régimen hídrico fue tan alto que condujo a suelos altamente 
saturados. 
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La zona del Tolima sur, en la mayoría de casos, presentó mayores conteos bacterianos y de 
diazótrofos aerobios que el Tolima norte. Estos conteos se correlacionaron principalmente 
con una mayor fertilidad del Tolima sur expresada en una mejor disponibilidad de 
cationes, mayores contenidos de arcillas y bajos de arena. Esto podría estar relacionado 
por la capacidad que tienen las plantas de arroz de aumentar las poblaciones de 
microorganismos rizosféricos por la emisión de exudados rizosféricos, en especial bajo 
condiciones de buena nutrición (Bürgmann et al., 2005). Por otra parte, los conteos de 
actinomicetos para el segundo año fueron superiores en los cultivos del Tolima norte que 
en Tolima sur y se correlacionaron negativas con el porcentaje de humedad, lo que 
coincide con el carácter aerobio de los actinomicetos y las limitaciones de oxígeno para 
establecerse bajo condiciones de inundación (Li et al., 2008a).  
 
Actividad nitrogenasa. Para el primero y segundo año no se detectó actividad nitrogenasa 
en ninguna de las 16 fincas muestreadas. Esta situación puede estar relacionada con la 
aplicación de altas concentraciones de fertilizantes nitrogenados que podrían inhibir la 
actividad nitrogenasa (Rao, 1976; Shrestha y Maskey, 2005). Para la zona Centro (Tolima) 
y la zona de los Llanos (Meta) se aplicaron 163 y 110 kg de N ha
-1
, respectivamente para 
el primer semestre del 2008 (Diago, 2009). En este sentido, Shrestha y Maskey (2005) 
reportaron que la fertilización entre 20 a 100 kg de N ha
-1
 reduce la fijación de N2 entre un 
75 a 85%, mientras que Rao (1976) y Mårtensson et al. (2009), indicaron que la aplicación 
de bajos niveles de N (40 kg N ha
-1
) mejora la actividad de esta enzima.  
 
Las fincas del Meta presentaron mayor potencial de la actividad nitrogenasa que las fincas 
del Tolima, sin embargo, estos valores son aun bajos con respecto a estudios similares 
realizados en otros cultivos de arroz (Chen et al., 2009). Por otra parte, los sistemas de 
cultivo (inundado y secano) no se diferenciaron por el potencial de la actividad nitrogenasa 
a pesar que tanto la actividad nitrogenasa como el número de diazótrofos es mayor en 
cultivos inundados que en secanos (Barraquio et al., 1986). Esto se relaciona con la falta 
de diferencias en los parámetros físico-químicos asociados a una condición de saturación 
de aguas en ambos sistemas de cultivo para el segundo semestre (Tabla 3-1). 
 
La detección de la actividad nitrogenasa sólo en núcleos de suelo con una enmienda 
energética sugiere que la comunidad de diazótrofos no está activa y se encuentra bajo 
condiciones limitantes de fuentes de C (Zuberer y Silver, 1978). La enmienda de azucares 
podría suplir la alta demanda energética que implica fijar N (Martínez-Argudo et al., 2005) 
o limitar los efectos deletéreos de la fertilización nitrogenada (Charyulu et al., 1981) al 
mejorar la relación C/N. Los cultivos de arroz del trópico presentan limitaciones en 
fuentes de C debido a la rápida mineralización de C orgánico (Rao et al., 1998). En este 
sentido, la aplicación de melaza, materia orgánica o la incorporación del tamo estimulan la 
actividad nitrogenasa debido al incremento de fuentes de C (Charyulu et al., 1981). Esto 
sugiere que es necesario disminuir las concentraciones de N mediante un mayor número de 
aplicaciones y aumentar las fuentes de C sin alterar los rendimientos del cultivo. En este 
sentido, Charyulu et al. (1981) encontraron que la incorporación de materia orgánica, 
además de estimular la fijación de N2, disminuye los efectos inhibitorios de la fertilización 
nitrogenada.  
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Las fincas del Tolima sur, con excepción de la finca 6 que se encontraba en descanso, 
presentaron mayor potencial de actividad nitrogenasa que las fincas del Tolima norte 
(Tabla 3-3). La actividad nitrogenasa se correlacionó con el recuento en medio Nfb, S, Cu 
y la disponibilidad de cationes como el Ca (Tabla 3-1). Estas correlaciones se podrían 
explicar en parte para el S, ya que este es un elemento estructural de la nitrogenasa 
(Martínez-Argudo et al., 2005). Por otra parte, correlaciones positivas entre el Ca y la 
actividad nitrogenasa se ha reportado para simbiosomas desarrollados entre leguminosas y 
diazótrofos simbióticos (Andreev et al., 2000).  
3.5 Conclusiones 
El análisis físico químico permitió diferenciar las zonas de muestreo y los sistemas de 
cultivo, sin embargo para el segundo año en el departamento del Meta no fueron evidentes 
ya que estas diferencias fueron influenciadas posiblemente por el alto régimen de lluvias. 
en este trabajo se determinó que los suelos del Tolima sur representaron una mayor 
abundancia y actividad microbiológica que los suelos del Tolima norte posiblemente 
debido a una mayor fertilidad de los suelos de esta zona. En este estudio la actividad 
nitrogenasa no fue detectada, posiblemente debido a la aplicación de altas concentraciones 
de fertilización nitrogenada, sin embargo, el potencial de la actividad nitrogenasa indica 
que los suelos si poseen las poblaciones de diazótrofos pero estas son estimuladas 
únicamente en presencia de enmiendas de carbono, sugiriendo limitaciones energéticas o 
desbalance en la relación carbono nitrógeno.  
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4 Obtención de mezclas y rizobacterias 
promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) en 
plantas de arroz mediante enriquecimientos 
continuos 
Resumen 
 
La actividad individual de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) se ha 
incrementado a través de mezclas bacterianas. Sin embargo, no todas las mezclas han sido 
exitosas. En parte, porque el desarrollo de inoculantes mixtos rompe con las interacciones 
que naturalmente se establecen en la rizósfera. Los objetivos de este trabajo fueron: i) 
evaluar una estrategia para obtener consorcios bacterianos no definidos con actividad 
promotora de crecimiento en plantas de arroz mediante enriquecimientos continuos en 
medio libre de nitrógeno (Nfb), ii) determinar el efecto de los enriquecimientos continuos 
sobre la actividad nitrogenasa y la producción de índoles en dichos consorcios y iii) 
determinar el potencial y la actividad promotora de crecimiento vegetal de los aislamientos 
procedentes de los consorcios no definidos en mezclas bacterianas e individualmente. Se 
muestrearon 12 fincas arroceras bajo los sistemas de producción inundado y secano en los 
dos departamentos de mayor producción de arroz en Colombia. Los consorcios no 
definidos se obtuvieron de inóculos de suelo rizosférico y raíces sometidos a 10 pases 
consecutivos, cada 7 días en medio Nfb semisólido. Se encontró que 7 (58.33%) y 6 
(50.00%) consorcios aumentaron la actividad nitrogenasa y la producción de índoles 
respectivamente, con el paso de las generaciones. La inoculación de dos consorcios no 
definidos de la quinta generación bajo condiciones de invernadero incrementaron el peso 
seco de raíces entre el 65.62% y 193.16% frente a los controles no inoculados. Igualmente, 
un consorcio de la primera generación aumentó el peso seco del vástago frente al control 
en un 43.52%. Para aislar las bacterias que conformaron los consorcios no definidos que 
promovieron el crecimiento en plantas de arroz se desarrollaron series de dilución y 
plaqueo en medio de cultivo LB, Nfb y Nfb con extracto de levadura. Tres consorcios no 
definidos, 11 cepas y 5 mezclas bacterianas promovieron el crecimiento en plantas de 
arroz. La metodología empleada constituye una valiosa herramienta para el avance del 
desarrollo de inoculantes mixtos. 
 
Palabras claves: arroz, consorcios, mezclas, PGPR, selección, diazótrofos 
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4.1 Introducción 
En la rizósfera de arroz se han aislado diversas rizobacterias promotoras de crecimiento 
vegetal (PGPR por sus siglas en inglés) (Choudhury y Kennedy, 2004). Estas PGPR 
pueden promover el crecimiento vegetal mediante la fijación de N, incrementó del área 
superficial de la raíz por la emisión de sustancias reguladoras de crecimiento vegetal como 
el ácido indolacético (AIA), aumentó de la disponibilidad de nutrientes, inhibición de 
agentes patógenos, incrementó de otras simbiosis benéficas y combinados modos de 
acción (Vessey, 2003; Bashan et al., 2004; Kennedy et al., 2004).  
 
La actividad individual de las PGPR se ha incrementado a través del desarrollo de 
inoculantes mixtos, lo que ha conducido a la reducción de fertilización de N y P entre el 
25% y 50% con respecto controles no inoculados (Bashan et al., 2004). Estos inoculantes 
mixtos comprenden la combinación de PGPR endófitos (Govindarajan et al., 2008) o 
rizosféricos con alta actividad nitrogenasa (Alam et al., 2001), solubilización de fosfatos y 
productores de sustancias reguladoras de crecimiento (Rodríguez y Fraga, 1999; Rojas et 
al., 2001; Raja et al., 2006). No obstante, la promoción de crecimiento por inoculación de 
mezclas bacterianas no siempre ha presentado un efecto consistente (de Freitas 2000; 
Oliveira et al., 2002; Mehnaz et al., 2010), inclusive ha sido inhibitoria frente a la 
actividad individual (Felici et al., 2008). Esto obedece a que no existe un criterio distinto 
que la selección de PGPR para conformar los inoculantes mixtos, desconociendo las 
interacciones que se establecen en la rizósfera (Newton y Fray, 2004) y las interacciones 
que se producen entre los miembros del inoculante mixto (Holguín y Bashan, 1996; 
Bhattacharjee et al., 2008) ya que el sinergismo para promover el crecimiento vegetal no 
necesariamente se establece entre PGPR ya que pueden intervenir microorganismos que no 
presenten actividad promotora de crecimiento vegetal (Holguín y Bashan, 1996; 
Minamisawa et al., 2004; Shrestha et al., 2007). 
 
El aislamiento y selección de diazótrofos mediante enriquecimientos en medios libres de 
nitrógeno (Nfb) es una práctica muy frecuente (Döbereiner et al., 1995; Jha et al., 2009). 
No obstante, la actividad nitrogenasa de las cepas provenientes de enriquecimientos 
frecuentemente es inferior a la reportada en los enriquecimientos originales (Holguín et al., 
1992). Esto obedece al rompimiento de relaciones sinérgicas que favorecen la fijación de 
N (Holguín y Bashan, 1986; Minamisawa et al., 2004). Por otra parte, estudios en ecología 
afirman que poblaciones altamente diversas luego de algunas generaciones finalizan con 
especies altamente competitivas, en el sentido de hacer mejor uso de las fuente 
alimenticias y condiciones de crecimiento (Kassen y Rainey, 2004). Por otra parte, los 
enriquecimientos continuos han permitido obtener consorcios no definidos con alta 
capacidad de degradación de diferentes agentes xenobióticos (Marron-Montiel et al., 2006; 
Li et al., 2008b). No obstante, este método no ha sido empleado para obtener inoculantes 
mixtos.  
 
Nosotros tenemos la hipótesis que 1. Los enriquecimientos continuos durante 10 
generaciones en un medio libre de N permiten la selección de consorcios no definidos 
(suspensión de comunidades bacterianas desconocidas) con alta fijación de N al partir de 
una suspensión microbiana rizosférica/raíces, 2. Los consorcios no definidos promueven el 
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crecimiento en plantas de arroz, 3. El aislamiento y caracterización de los miembros 
bacterianos de dichos consorcios no definidos permite la obtención de mezclas bacterianas 
definidas con capacidad promotora de crecimiento en arroz. En este sentido, los objetivos 
de este trabajo fueron: i) evaluar una estrategia para obtener consorcios no definidos con 
actividad promotora de crecimiento en plantas de arroz mediante enriquecimientos 
continuos en medio Nfb, ii) determinar el efecto de los enriquecimientos continuos sobre 
la actividad nitrogenasa y la producción de índoles en dichos consorcios bacterianos y iii) 
determinar el potencial y la actividad promotora de crecimiento vegetal de los aislamientos 
evaluados individualmente y en mezclas bacterianas. 
4.2 Materiales y Métodos  
4.2.1 Sitio de estudio y muestreo 
Se muestrearon 12 fincas arroceras de los departamentos del Tolima y Meta de Colombia 
durante julio y agosto del 2008. En el Meta se muestrearon 4 fincas con sistema de 
producción inundado (fincas 11-14) y 4 fincas de producción secano (fincas 9, 10, 15 y 
16). El sistema de cultivo secano depende del agua lluvia para su mantenimiento, mientras 
el sistema de cultivo inundado depende de agua de riego. El Meta presenta un régimen de 
lluvias que oscilan entre 3000 y 4000 mm por año y temperaturas entre 17 y 27 °C, los 
suelos son principalmente Oxisoles con baja fertilidad y altos contenidos de Fe y Mn 
(Malagón, 1995; Fedearroz, 2000). En la zona sur del departamento del Tolima, municipio 
de Saldaña, se muestrearon 4 fincas bajo el sistema de producción inundado (fincas 5-8). 
En esta zona predominan los suelos de los órdenes Inceptisoles y Entisoles (Malagón, 
1995; Fedearroz, 2000) con temperatura promedio anual de 23 °C y pluviosidad de 1122 
mm. De cada finca se conformaron 3 muestras integradas, a partir de 15 submuestras de 
suelo rizosférico/raíces, estas submuestras fueron tomadas en transeptos en zig-zag con 
una distancia de ~25 m entre submuestras a lo largo de todo el lote. Las muestras fueron 
depositadas en bolsas de propileno, transportadas a 4 °C y procesadas una vez llegaron al 
laboratorio.  
4.2.2 Análisis físico-químico 
Para cada finca se usó una muestra compuesta de suelo para determinar los parámetros 
físicos y químicos según técnicas estándares (Horwitz, 2000) como fue descrito en la 
sección 3.2.2. 
4.2.3 Obtención de consorcios no definidos 
Un gramo de peso fresco de segmentos de raíces y suelo rizosférico fueron macerados por 
cada muestras compuestas y diluidos en 9 mL de una solución NaCl al 0.85% para 
desarrollar diluciones seriadas hasta 10
-3
. Luego, 1 mL de la dilución 10
-3
 fue inoculado en 
tubos de 50 mL que contenían 22 mL de medio Nfb (Rennie, 1981) semisólido (1.28% 
agar bacteriológico, Merck) modificado según se describió en la sección 3.2.3. Después de 
incubar durante 7 días a 30 °C, 1 mL de suspensión bacteriana fue inoculada en 22 mL de 
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medio Nfb semisólido (Primera generación). Dada la imposibilidad de centrifugar un 
medio semisólido, se tomaron 0.5 mL de la superficie del tubo para recuperar los 
diazótrofos aerobios y 0.5 mL luego de agitar por 30 s en un vortex para obtener una 
mezcla de los microorganismos del gradiente de oxígeno dado por el agar semisólido. 
Cada siete días se repitió el anterior procedimiento hasta completar la décima generación. 
Para cada finca se desarrolló el anterior procedimiento por triplicado y se conservaron 3 
alícuotas a -20 °C en glicerol al 15% para desarrollar posteriores ensayos. 
4.2.4 Actividad nitrogenasa 
Para evaluar el efecto de los enriquecimientos continuos sobre la actividad nitrogenasa se 
realizó la prueba de reducción de acetileno (Holguín et al., 1992) para la primera, quinta y 
décima generación. Se tomaron 50 µL de una solución bacteriana conservada a -20 °C 
para inocular 5 mL de caldo Nfb más 1 g L
-1 
de extracto de levadura (Nfb+YE). La 
suspensión bacteriana fue ajustada a 0.2 absorbancias (600 nm) con un solución al 0.85% 
de NaCl luego de ser incubada 24 h a 30 °C y 150 rpm. Posteriormente, 0.1 mL de la 
suspensión ajustada fue inoculada en 10 mL de medio Nfb semisólido. Luego de 24 h de 
incubación, el 10% de la atmósfera fue reemplazada por acetileno e incubada durante 24 h. 
Finalmente, 1 mL de aire fue retirado de los frascos para detectar el acetileno y etileno por 
medio de un cromatógrafo de gases. Cada generación fue evaluada por triplicado con 
cuatro submuestras. De igual manera fueron evaluadas las cepas obtenidas de cada 
consorcio, con la excepción que las cepas fueron reactivadas en cajas de Nfb+YE (Ver 
caracterización de consorcios no definidos, sección 4.2.7). 
4.2.5 Producción de índoles 
Para evaluar el efecto de los enriquecimientos continuos sobre la producción de índoles se 
realizó la prueba colorimétrica de Salkowsky (Glickmann y Dessaux, 1995) para la 
primera, quinta y décima generación. Una alícuota de 0.1 mL de suspensión bacteriana, 
obtenida de igual forma que el numeral 4.2.4, fue inoculada en 10 mL de medio LB (10 g 
L
-1
 de triptona, 5 g L
-1
 de extracto de levadura y 10 g L
-1
 de NaCl) suplementados con 
triptófano (0.3 mM). Luego de 72 h de incubación a 150 rpm y 30 °C, se mezcló 1 mL de 
sobrenadante con 1 mL del reactivo de Salkowsky (Glickmann y Dessaux, 1995). La 
reacción se mantuvo bajo oscuridad durante 30 min y se realizaron lecturas a 540 nm. 
Cada generación fue evaluada por triplicado con tres submuestras, de tal manera que se 
obtuvieron nueve valores de producción de índoles por generación. De forma similar 
fueron evaluadas las cepas aisladas de los consorcios no definidos con actividad promotora 
(Ver caracterización de consorcios no definidos, sección 4.2.7). 
4.2.6 Ensayos de invernadero 
Los consorcios no definidos de la primera y quinta generación fueron inoculados en 
plantas de arroz para determinar su actividad promotora de crecimiento vegetal bajo 
condiciones de invernadero. Los consorcios de la décima generación no fueron evaluados 
Los consorcios bacterianos de la primera y quinta generación fueron reactivados en 
medios Nfb+YE. Luego de 24 h a 30 °C y 150 rpm la suspensión bacteriana fue ajustada 
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con agua destilada estéril a 0.2 absorbancias (600 nm). Para los consorcios del Meta y 
Tolima se usaron semillas de la variedad Fedearroz 369 y Fedearroz 60 respectivamente, 
debido a que los consorcios provenían de estas cultivariedades. Las semillas fueron 
desinfectadas con alcohol al 70% durante 6 min y posteriormente con NaClO al 3% 
durante 6 min. Entre las desinfecciones se empleó abundante agua destilada estéril para 
eliminar los residuos de los desinfectantes. Las semillas desinfectadas fueron inoculadas 
con 1 mL de suspensión bacteriana luego de ser embebidas en agua destilada estéril por 48 
h. Se evaluaron tres repeticiones de cada consorcio en materas que contenían 5 semillas y 
200 g de suelo de la misma finca o región. Como tratamiento control negativo se 
emplearon semillas sin inocular con 5 mL de agua destilada estéril y como control positivo 
se emplearon materas inoculadas con Enterobacter hormaeche G10 ajustado a 0.2 
absorbancias a 600 nm. Esta cepa promueve el crecimiento en diferentes especies 
vegetales como Avicennia germinans, Rhizophora mangle, Citrullus vulgaris, 
Lycopersicum esculentum y Capsicum annuum (Vanegas, 2004, 2007, Galindo 2006). 
Luego de una semana de crecimiento, se dejaron tres plantas por matera de igual tamaño y 
vigor. Las materas fueron fertilizadas a los 7 días posteriores a la siembra de las semillas 
con K2HPO4 (18 kg P ha
-1
), K2SO4 (102 kg K ha
-1
) y una solución de 20 mL de 
micronutrientes de Hoagland al 20% sin N por matera (Hoagland y Arnon, 1950). A los 20 
días de siembra, las semillas de cada matera fueron irrigadas con 25 mL de una solución 
de Hoagland al 20% sin N. Después de 40 días de crecimiento, se determinó el peso seco 
de vástago y raíces por tratamiento. 
4.2.7 Caracterización de consorcios no definidos  
Para determinar las bacterias que conformaron los consorcios no definidos que 
promovieron el crecimiento en plantas de arroz se realizaron aislamientos en medios de 
cultivo. Los consorcios fueron reactivados en caldo Nfb+YE durante 24 h. Posteriormente, 
se realizaron series de dilución (10
4 
- 10
8
) y plaqueos en medio de cultivo selectivo para 
diazótrofos (Nfb), y generales (medio Nfb+YE y LB). Los morfotipos observados en los 
tres medios fueron purificados y conservados a -20 °C. Para cada morfotipo y consorcio se 
evaluó la actividad nitrogenasa (numeral 4.2.4) y la producción de índoles (numeral 4.2.5). 
Para evaluar la promoción de crecimiento en plantas de arroz se siguió la metodología 
descrita en el numeral 4.2.6, con la excepción que las semillas fueron sembradas en turba y 
fertilizadas con una solución de Hoagland al 50% (Hoagland y Arnon, 1950) sin fuentes de 
N para favorecer la actividad de diazótrofos. Por cada tratamiento se emplearon cuatro 
replicas. Las bacterias de interés fueron identificadas mediante la amplificación del gen 
16S DNAr usando los primers universales 27f y 1492r bajo condiciones estándares (Martin-
Laurent et al., 2001). Los productos de PCR fueron secuenciados en Macrogen Inc y la 
asignación taxonómica se realizó mediante el uso de la herramienta SeqMactch del 
Ribosomal Database Project. 
4.2.8 Análisis estadístico 
Las diferencias estadísticas entre tratamientos se evaluaron a través de un ANOVA 
(P≤0.05). Se aplicó la prueba de comparaciones múltiples de Tukey a excepción de los 
ensayos de invernadero donde se usó la prueba de diferencias mínimas significativas 
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(LSD). Los ensayos que no cumplieron los supuestos del ANOVA fueron diferenciados 
por la prueba de Kruskal Wallis.  
4.3 Resultados 
4.3.1 Análisis físico químico  
Las tres zonas fueron diferenciadas por los parámetros químicos (Tabla 4-1) y no 
presentaron diferencias significativas en las concentraciones de K, P, %NT, %CO, % 
arcillas, % arena, % limo y micronutrientes como el Mn y B (Anexo 1). 
 
Tabla 4-1. Parámetros químicos de fincas arroceras provenientes de tres zonas. 
Variables 
Meta 
 
Tolima 
Secano   Inundado   Sur (inundado?) 
Fincas 9,10,15 y 16 
 
Fincas 11-14 
 
Fincas 5-8 
pH 4.70 (0.09) c   5.40 (0.11) b 
 
6.23 (0.21) a 
Ca (mmolc kg
-1
) 1.77 (0.19) b 
 
1.58 (0.20) b  14.65 (1.44) a 
Mg (mmolc kg
-1
) 0.59 (0.04) b 
 
0.37 (0.06) b 
 
3.31 (0.59) a 
Al (mmolc kg
-1
) 1.59 (0.09) a 
 
0.87 (0.30) a 
 
0.00 
CIC (mmolc kg
-1
) 9.38 (0.40) b 
 
7.69 (1.43) b 
 
19.03 (1.18) a 
Cu (mg kg
-1
) 2.76 (0.34) b 
 
2.15 (0.49) b 
 
5.36 (0.56) a 
Zn (mg kg
-1
) 3.27 (0.80) bc 
 
1.39 (0.28) c 
 
5.44 (0.92) ab 
Fe (g kg
-1
) 0.21 (0.02) b 
 
0.42 (0.03) a 
 
0.28 (0.04) ab 
NH4
+
 (mg kg
-1
) 27.78 (4.00) ab 
 
42.13 (5.72) a 
 
2.99 (1.49) c 
NO3
-
 (mg kg
-1
) 29.45 (3.84) a    9.09 (3.26) b   3.00 (1.21) b 
Los valores corresponden al promedio de las fincas de cada zona (n= 4). Entre paréntesis el error 
estándar, letras distintas representan diferencias significativas entre zonas según análisis de 
comparaciones múltiples de Tukey. 
4.3.2 Actividad nitrogenasa y producción de índoles  
Entre la primera y quinta generación todos los consorcios del Tolima aumentaron la 
actividad nitrogenasa, mientras que de la quinta a la décima generación dos consorcios 
mantuvieron el incremento en actividad (consorcio 5 y 8) y dos bajaron la actividad a un 
nivel igual o superior (consorcio 7 y 6) al mostrado en la primera generación (Figura 4-1) 
Con respecto a los consorcios del Meta, con excepción del consorcio 9, no fueron 
afectados por los enriquecimientos continuos entre la primera y quinta generación. Entre la 
quinta y décima generación 3 consorcios (37.50%) del Meta aumentaron la actividad 
nitrogenasa mientras que 5 consorcios (62.50%) no fueron afectados por los 
enriquecimientos continuos. En contraste, el consorcio 9 disminuyó la actividad 
nitrogenasa en todas las generaciones evaluadas.  
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Figura 4-1. Actividad nitrogenasa de consorcios no definidos obtenidos por 
enriquecimientos continuos en medio Nfb para la primera, segunda y décima generación 
(G). Letras minúsculas indican diferencias significativas por generación. (TI) Tolima 
inundado, (MS) Meta secano y (MI) Meta inundado. 
 
Los enriquecimientos continuos no presentaron un claro patrón entre la producción de 
índoles y su origen (Figura 4-2). Entre la primera y quinta generación el 50.00% de los 
consorcios aumentaron la producción de índoles mientras el 33.33% la disminuyeron 
(Figura 4-2). Entre la quinta y décima generación no se presentaron aumentos 
significativos en la producción de índoles, el 58.33% de los consorcios no presentaron 
diferencias significativas, mientras el 41.67% de los consorcios disminuyeron la 
producción de índoles. Entre la primera y décima generación, con excepción del consorcio 
7 del Tolima, todos los consorcios mantuvieron o disminuyeron la producción de índoles 
en relación con la primera generación.  
 
Figura 4-2. Producción de ácido indolacético (µg de AIA mL
-1
) de consorcios no 
definidos obtenidos por enriquecimientos continuos en medio Nfb para la primera, quinta 
y décima generación. Letras minúsculas indican diferencias significativas entre los 
miembros de consorcios por zona. 
4.3.3 Promoción de crecimiento para consorcios no definidos 
Para los ensayos de invernadero se evaluó cada replica de los consorcios como un 
tratamientos independiente, debido a la alta variabilidad entre replicas en los ensayos de 
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reducción de acetileno y la producción de índoles para la primera y quinta generación 
(Figura 4-1 y Figura 4-2). De 72 consorcios no definidos, 3 presentaron aumentos 
significativos en la promoción de crecimiento en las plantas de arroz con respecto a las 
plantas no inoculadas (G1.F6.1, G5.F5.2 y G5.F9.2) (Anexo 8-3). Un consorcio de la 
primera generación y de la finca 6 (G1.F6.1) aumentó en un 43.52% el peso seco del 
vástago frente al control. Los consorcio de la quinta generación, G5.F5.2 y G5.F9.2, 
incrementaron el peso seco de vástago en un 65.63% y 193.17% respectivamente, frente a 
los controles no inoculados.  
4.3.4 Ensayos de promoción de crecimiento de consorcios y sus respectivas 
cepas 
Los tres consorcios no definidos que promovieron el crecimiento vegetal y los 
aislamientos obtenidos de cada consorcio en los medios de crecimiento (Lb, Nfb y 
Nfb+YE) fueron inoculados en plantas de arroz bajo condiciones de invernadero (Tabla 4-
4 a Tabla 4-6). Igualmente se realizaron mezclas entre los aislamientos según el medio de 
crecimiento de donde provenían. La inoculación del consorcio G1.F6.1 al igual que 6 
cepas y 2 mezclas presentaron incrementos significativos en el peso seco de la raíz frente 
al control en al menos un 70.60% (Tabla 4-4). La mezcla entre las cepas S8 y S9 
presentaron los mayores aumentos en el peso seco de vástago (108.49%) y raíces 
(44.03%).  
 
Tabla 4-2. Peso seco de vástago y raíces de plantas de arroz al ser inoculadas por cepas 
del consorcio G1.F6.1 luego de 40 días de crecimiento bajo condiciones de invernadero. 
Medios 
de 
cultivo 
Cepas 
Peso seco de plantas de arroz (Fedearroz 60) 
Raíz  Incremento  
(%) 
 
Vástago  Incremento 
 (%) (mg planta
-1
) (mg planta
-1
) 
Nfb 
Consorcio  
G1.F6.1 
12.16 (1.26) a 100.54 
 
20.11 (3.42) a 57.08 
LB S2 8.58 (1.64) cb 41.57 
 
15.77 (1.91) cba 23.14 
LB S3 11.21 (1.25) ba 84.91 
 
17.69 (0.99) ba 38.2 
LB* S4 10.66 (2.12) ba 75.79 
 
18.31 (3.57) ba 43.00 
Nfb+YE S5 8.54 (0.77) cb 40.78 
 
12.79 (0.92) c No 
Nfb+YE S6 6.78 (1.01) c 11.75 
 
12.73 (0.40) c No 
Nfb+YE S7 8.17 (1.41) cb 34.68 
 
12.83 (1.45) c No 
Nfb+YE S5/S6/S7 10.34 (1.05) ba 70.60 
 
17.55 (1.86) ba 37.08 
Nfb S8 7.74 (0.87) cb 27.67 
 
14.59 (1.12) cb 13.98 
Nfb S9 12.28 (2.00) a 102.47 
 
16.53 (1.71) cba 29.12 
Nfb S8/S9 12.64 (1.37) a 108.49 
 
18.44 (2.64) ba 44.03 
 
Control (-) 6.06 (0.37) c -  
 
12.80 (1.04) c 100.0 
  
E. hormaeche 
G10 
10.94 (1.04) ba 80.51   17.03 (0.28) cba 33.05 
Entre paréntesis el error estándar. Letras distintas corresponden a diferencias significativas por la 
prueba de diferencias mínimas significativas (LSD). Control (-): Plantas sin inocular. Control 
positivo: E. hormaeche G10. YE: Extracto de levadura. No. No presentó incrementos superiores al 
2% frente al control. (%) incremento frente al control no inoculado. * La mezcla de las bacterias 
de los aislamientos en medio LB no fue evaluada. 
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Tabla 4-3. Peso seco de vástago y raíces de plantas de arroz al ser inoculado por cepas 
provenientes del consorcio G5.F5.2 luego de 40 días de crecimiento bajo condiciones de 
invernadero.  
Medios 
de 
cultivo 
Cepas 
Peso seco de plantas de arroz (Fedearroz 60)  
Raíz Incremento 
 (%) 
 
Vástago  Incremento 
 (%) (mg planta
-1
) (mg planta
-1
) 
Nfb 
Consorcio 
G5.F5.2 
11.28 (0.69) a 85.98 
 
16.02 (0.81) 25.11 
LB S1 10.21 (1.19) cba 68.41   16.67 (0.14)  30.19 
Nfb+YE S3 10.83 (2.49) ba 78.56 
 
16.78 (2.11)  31.03 
Nfb+YE S4 8.58 (0.47) dcba 41.48 
 
17.81 (1.92)  39.13 
Nfb+YE S3/S4 9.15 (0.52) cba 50.93 
 
16.74 (2.05)  30.76 
Nfb S5 9.65 (0.71) cba 59.23 
 
17.10 (0.13)  33.57 
Nfb S6 7.65 (0.33) dcb 26.24 
 
16.37 (1.17)  27.84 
Nfb S7 10.37 (1.13) cba 71.01 
 
16.77 (1.00)  30.97 
Nfb S8 7.31 (1.81) dc 20.58 
 
17.77 (0.31)  38.78 
Nfb S5/S6/S7/S8 11.45 (1.38) a 88.87 
 
15.94 (0.38)  24.53 
 
Control (-) 6.06 (0.37) d - 
 
12.80 (1.04)  100.0 
 E. hormaeche G10 10.94 (1.04) cba 80.51 
 
17.03 (0.28) 33.05 
Igual nomenclatura que la Tabla 4-2  
 
Tabla 4-4. Peso seco de vástago y raíces de plantas de arroz al ser inoculado por cepas 
provenientes del consorcio G5.F9.2 luego de 40 días de crecimiento bajo condiciones de 
invernadero. 
Medios 
de 
cultivo 
Cepas 
Peso seco de plantas de arroz (Fedearroz 369)  
Raíz Incremento  
(%)  
Vástago  Incremento 
(%) (mg/planta) 
 
(mg/planta) 
Nfb 
Consorcio  
G5.F9.2 
10.93 (2.24) dcb 7.85 
 
17.02 (1.22) edc 44.95 
Lb S1 10.41 (1.34) dcb 2.69   15.10 (0.71) fed 28.64 
Nfb+YE S3 7.93 (0.62) d No 
 
16.04 (2.28) fed 36.64 
Nfb+YE S4 8.02 (1.50) d No 
 
13.45 (1.05) fe 14.60 
Nfb+YE S5 10.18 (1.38) dcb No 
 
17.44 (2.67) edcb 48.59 
Nfb+YE S6 10.21 (0.81) dcb No 
 
19.29 (3.15) dcba 64.35 
Nfb+YE S3/S4/S6 15.93 (1.40) a 57.10 
 
22.61 (1.99) ba 92.57 
Nfb+YE S3/S4/S5/S6 12.33 (1.29) cb 21.66 
 
16.31 (1.14) fed 38.94 
Nfb  S7 13.08 (1.08) ba 28.98 
 
15.90 (0.79) fed 35.45 
Nfb  S8 8.97 (1.00) dc No 
 
22.40 (3.40) cba 90.85 
Nfb  S9 8.67 (0.89) d No 
 
16.52 (0.76) fedc 40.71 
Nfb  S10 10.28 (0.68) dcb No 
 
20.49 (2.88) dcba 74.51 
Nfb  S7/S8/S9/S10 7.55 (0.89) d No 
 
13.20 (2.06) fe 12.43 
 
Control (-) 10.14 (0.50) dcb 
  
11.74 (0.45) f 100.0 
  
E. hormaeche 
 G10 10.60 (0.72) dcb 4.57  
23.19 (2.91) a 97.55 
Nomenclatura similar a la Tabla 4-2. 
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El consorcio G5.F5.2 al igual que 5 cepas y las mezclas bacterianas promovieron el peso 
seco de las raíces hasta en un 88.87% (S5/S6/S7/S8, Tabla 4-3). Con respecto al consorcio 
G5.F9.2, la mezcla bacteriana (S3/S4/S6) promovió en un 57.10% el peso seco de las 
raíces frente a los controles y en un 92.57% el peso seco de vástago (Tabla 4-4). Las cepas 
que presentaron mayores incrementos en el peso seco de vástago fueron las cepas S8, S10 
y la S6 (Tabla 4-4). 
4.3.5 Producción de índoles y actividad nitrogenasa de cepas aisladas 
Los tres consorcios no definidos presentaron producción de índoles inferiores a las 
registradas por los aislamientos obtenidos (Figura 4-3). El consorcio G5.F5.2 presentó 
aislamientos con producción de compuestos indólicos entre 84.99 y 160.16 µg mL
-1
 de 
AIA, para el consorcio G5.F9.2 los aislamientos presentaron producciones entre 66.83 y 
144.62 µg mL
-1
 de AIA, mientras que para consorcio G1.F6.1 las cepas presentaron 
producciones entre 37.55 y 181.48 µg mL
-1
 de la AIA (Figura 4-3). A pesar que los 
consorcios fueron seleccionados en medio Nfb, lo que favorecería la obtención de 
diazótrofos, estos presentaron baja actividad nitrogenasa, 6.97, 4.56 y 0.46 nmoles de 
etileno h
-1 
para los consorcios G5.F9.2, G1.F6.1 y G5.F5.2 respectivamente. Con respecto 
a los aislamientos obtenidos de los tres consorcios no definidos, ninguna cepa presentó 
actividad nitrogenasa. 
 
 
Figura 4-3. Producción de índoles (µg mL
-1
 de ácido indolacético, AIA) de cepas aisladas 
de los consorcios no definidos G5.F5.2 (A), G1.F6.1 (B) y G5.F9.2 ( C) los cuales 
presentaron actividad promotora de crecimiento en plantas de arroz. Las cepas fueron 
aisladas en tres medios de cultivo Nfb, LB y Nfb más extracto de levadura (YE). Las 
barras representan la media de tres replicas con su respectivo error estándar. Letras 
distintas son significativamente diferentes a un P≤0.05. 
4.3.6 Identificación molecular 
Las cepas del consorcio G1.F6.1 fueron identificadas molecularmente, las cepas S2, S3, 
S5, S6, S8 y S9 pertenecieron al género Enterobacter sp (Número de accesión en el 
GenBank JQ779327, JQ779328, JQ779330, JQ779331, JQ779333 y JQ779334 
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respectivamente) la S4 y S7 al género, Chryseobacterium (JQ779329 y JQ779332, 
respectivamente) y la S6 fue identificada como un Lactococcus sp (JQ779331). Las cepas 
de la mezcla del consorcio G5.F5.2 (S5/S6/S7/S8), que presentaron el mayor incremento 
en peso seco de raíces (88,87%), pertenecen al género Enterobacter sp (JQ779335, 
JQ779336 y JQ779337 para S5, S6 y S7, respectivamente), con excepción de la cepa S8 
que fue identificado como un Acinetobacter sp (JQ779338). 
4.4 Discusión de resultados 
La selección de cepas para el desarrollo de inoculantes mixtos es un paso crítico 
(Bhattacharjee et al., 2008). En la literatura no existen parámetros para obtener un 
inoculante mixto diferente a la combinación entre PGPR, lo que en parte revela las 
inconsistencias en la promoción de crecimiento registradas en diversas investigaciones (de 
Freitas 2000; Rojas et al., 2001; Oliveira et al., 2002; Felici et al., 2008). Esto resalta la 
importancia de establecer metodologías como las planteadas en este trabajo donde se 
emplearon consorcios no definidos con actividad promotora de crecimiento vegetal. 
Igualmente, de los consorcios no definidos se obtuvieron cepas y mezclas bacterianas con 
actividad promotora de crecimiento vegetal. Esta aproximación, con respecto a los 
aislamientos bacterianos de enriquecimientos continuos limitó el número de 
microorganismos para el desarrollo de mezclas bacterianas. Por ejemplo, Piao et al (2005) 
luego de evaluar la promoción de crecimiento vegetal con las cepas con mayor actividad 
nitrogenasa no encontró aumentos significativos y solo una mezcla bacteriana promovió el 
crecimiento en plantas de arroz.  
 
Con respecto al efecto de los enriquecimientos continuos sobre la actividad nitrogenasa se 
encontró que el 58.33% de los consorcios aumentaron la actividad nitrogenasa con el paso 
de cada generación, entre la primera y quinta generación, 4 consorcios del Tolima y entre 
la quinta y la décima generación, 3 consorcios del Meta aumentaron la actividad (Figura 4-
2). El número de generaciones necesarias para aumentar la actividad nitrogenasa se 
relacionó con el origen de las muestras. Todos los consorcios del Tolima presentaron 
aumentos significativos entre la primera y quinta generación, mientras que los consorcios 
del Meta no presentaron cambios en la actividad nitrogenasa hasta la décima generación. 
En los cultivos del Tolima, con respecto a los cultivos del Meta, se aplicó un 48.18% más 
de fertilización nitrogenada (163 kg de N ha
-1
; Diago, 2009) lo que podría inhibir la 
actividad nitrogenasa (Shrestha y Maskey, 2005), además la zona del Tolima presentó una 
mejor fertilidad que el Meta (Tabla 4-1) lo que permitiría el establecimiento de una mayor 
diversidad de diazótrofos (Wartiainen et al., 2008). En este sentido, al desarrollar los 
enriquecimientos en medio Nfb las poblaciones bacterias del Tolima sur podrían expresar 
la actividad nitrogenasa al no ser inhibida por las altas concentraciones de N que se 
emplean en esta zona (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). 
 
Los cultivos inundados y secanos del Meta fueron diferenciados por los parámetros 
químicos (Tabla 4-1), sin embargo no se presentaron diferencias significativas en la 
actividad nitrogenasa para cultivos inundados y secanos del Meta para la primera (13.00 y 
9.94 nmoles de etileno h
-1
 para cultivos inundados y secanos respectivamente) y quinta 
generación (7.80 y 4.13 nmoles de etileno h
-1
 para cultivos inundados y secanos 
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respectivamente). Se ha reportado que la inundación favorece la fijación de N2 al aumentar 
la disponibilidad de nutrientes y crear microhábitats con diferentes tensiones de oxígeno 
que permiten el establecimiento de una gran diversidad de diazótrofos (Roger, 1995; 
Liesack et al., 2000). La falta de diferencias podría obedecer a que los medios Nfb 
homogenizan las condiciones de la actividad nitrogenasa y por lo tanto desaparecen las 
diferencias químicas del suelo que influyen sobre la fijación de N2. Igualmente, la falta de 
diferencias puede obedecer a un efecto de redundancia funcional, donde a pesar de las 
diferencias entre algunos microorganismos por el manejo del cultivo, la función no cambia 
(Walker, 1992). 
 
Los enriquecimientos en medio Nfb han sido ampliamente usados para obtener diazótrofos 
con actividad promotora de crecimiento en plantas de interés agrícola (Döbereiner et al., 
1995; Jha et al., 2009). Sin embargo, estos enriquecimientos, según la revisión 
bibliográfica, no se habían usado directamente como inóculo para promover el crecimiento 
vegetal. Las cepas obtenidas de los consorcios no definidos no presentaron actividad 
nitrogenasa o fue muy baja con respecto a la reportada por los enriquecimientos originales. 
Similares resultados encontraron Holguín et al. (1992) y Minamisawa et al. (2004) al 
purificar las cepas de enriquecimientos en medios carentes de N. Con respecto a la 
producción de índoles, esta aumentó en un 50.00% de los consorcios solo entre la primera 
y quinta generación (Figura 4-4). El análisis de correlaciones no estableció ningún patrón 
entre el origen de las muestras y la producción de compuestos indólicos, en parte porque no 
se estaba haciendo ningún tipo de presión selectiva sobre estos microorganismos 
productores de compuestos indólicos. Se ha reportado que algunos microorganismos son 
capaces de disminuir la concentración de AIA mediante el catabolismo de esta auxina 
(Jensen et al., 1995; Leveau y Lindow, 2005), lo que podría explicar la disminución de la 
producción de compuestos indólicos entre la quinta y décima generación, sin embargo es 
necesario desarrollar estudios dirigidos a comprender la dinámica de este tipo de fenómenos. 
 
Se desconoce en que proporción las cepas aisladas de cada consorcio en los tres medios de 
cultivo empleados representan las comunidades bacterianas que promovieron el 
crecimiento de las plantas de arroz. Es evidente que los aislamientos obtenidos en cada 
medio de cultivo están favorecidos por las condiciones nutricionales de cada medio de 
cultivo y además en el consorcio original se encuentra en diferentes abundancias. Sin 
embargo, en cada medio de cultivo predominaron distintas cepas. Mediante un análisis de 
Clustal W se alinearon las secuencias del 16S DNAr de los Enterobacter sp aislados del 
consorcio G1.F6.1, se encontró que los Enterobacter sp C2 y C3 provenientes del medio 
Lb son iguales a las cepas C8 y C9 del medio Nfb, sin embargo el Enterobacter C5 de 
medio Nfb+EL es diferente de los demas Enterobacter sp (Anexo 8.4). Esto podría ser un 
indicador de la capacidad de adaptación de los consorcios bacterianos para habitar 
diversos ambientes (Minamisawa et al., 2004) y promover el crecimiento vegetal bajo 
diferentes cultivariedades y suelos (Govindarajan et al., 2008). 
 
Los consorcios no definidos que promovieron el crecimiento no presentaron alta actividad 
nitrogenasa, ni alta producción de índoles (Figura 4-1). Al caracterizar las cepas de los 
consorcios no definidos encontramos que la actividad nitrogenasa fue muy baja o no se 
detectó, mientras la producción de índoles fue registrada para todas las cepas (Figura 4-1). 
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Esto concuerda con que cepas de PGPR diazotróficas como Azospirillum su principal 
mecanismo de acción es la producción de auxinas (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). Sin 
embargo, no se encontraron correlaciones entre la producción de índoles y la promoción 
de crecimiento, lo que sugiere que otros mecanismos podrían estar involucrados, tales 
como la producción de otros reguladores de crecimiento como giberelinas y citoquininas 
(Azcon y Barea, 1975; Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). 
 
Los enriquecimientos continuos permitieron obtener consorcios no definidos, mezclas y 
rizobacterias con actividad promotora de crecimiento en plantas de arroz (Tabla 4-2 a Tabla 
4-4). Para el consorcio G1.F6.1, la mezcla S5/S6/S7 promovió el crecimiento mientras que 
las cepas individualmente no presentaron efectos significativos sobre el crecimiento vegetal 
(Tabla 4-2 a Tabla 4-4). Similares resultados se presentaron para los consorcios G5.F5.2 y 
G5.F9.2 (Tabla 4-3 y Tabla 4-4). Este tipo de efectos sinérgicos han sido reportados en co-
inoculación con diazótrofos (Piao et al., 2005). Se considera que el éxito de las mezclas 
bacterianas se debe a una sinergia entre los mecanismos de promoción (Rojas et al, 2001; 
Raja et al, 2006), la capacidad de ocupar diferentes nichos en la planta (Govindarajan et 
al., 2007), la sinergia metabólica para aumentar la disponibilidad de nutrientes (Shrestha et 
al., 2007), la eliminación de productos inhibidores, como el oxígeno (Minamisawa et al., 
2004), y la estimulación de mecanismos de promoción microbiana (Holguín y de Bashan, 
1996). 
 
El consorcio G1.F6.1 incluyó 5 morfotipos pertenecientes al género Enterobacter sp. 
Similares resultados presentó la mezcla S5/S6/S7/S8 del consorcio G5.F5.2 con 3 
morfotipos del género Enterobacter. Varios géneros de Enterobacteriaceae han sido 
reportados como PGPR de la rizósfera del arroz (Barraquio et al., 2000; Mehnaz et al., 
2001; Verma et al., 2001; Kennedy, 2004) y representa un importante papel en la rizósfera 
de plantas de arroz (Ladha y Reddy, 1995). La ubiquidad de este género en la rizósfera ha 
sido atribuida a su rápido crecimiento, gran diversidad metabólica y múltiples mecanismos 
de promoción de crecimiento vegetal (Barraquio et al., 2000). Por otra parte, 
Chryseobacterium ha sido reportado como biocontrolador del añublo del arroz, induce 
resistencia sistémica e incrementa la productividad del arroz (Lucas et al., 2009). Mientras 
el uso de Lactococcus como PGPR en arroz no ha sido reportado. No obstante, este género 
ha sido reconocido por la producción de bacteriocinas (Delves-Broughton et al., 1996), 
amplia distribución en el ensilaje de arroz (Ennahar et al., 2003) y la producción de ácido 
láctico a partir de tamo de arroz (Fukushima et al., 2004).  
 
Dadas las dificultades que representa el empleo de Enterobacteriaceae como un inoculante 
bacteriano dada sus implicaciones en la salud humana, se recomienda desarrollar los 
enriquecimientos en medios de cultivo que no contengan glucosa como fuente de C. 
Medios como el JMV, Nfb (con solo ácido málico) y LGI favorecen la presencia de grupos 
taxonómicos de interés comercial como Azospirillum, Gluconoacetobacter, Rhizobium y 
Herbaspirillum en cultivos de arroz (Jha et al., 2009). No obstante, las relaciones 
sinérgicas para promover el crecimiento vegetal entre PGPR como Azospirillum y 
Enterobacteriaceae ya ha sido reportada (Holguín y Bashan, 1996), al igual que mezclas 
entre Enterobacteriaceae para fijar N2 (Shrestha et al., 2007). Por lo tanto, es necesario 
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asegurarse que los microorganismos empleados en un inoculante no representen riesgos 
para la salud humana.  
4.5 Conclusión 
La metodología planteada ofrece un nuevo acercamiento al desarrollo de inoculantes 
bacterianos ya que permitió obtener 3 consorcios no definidos, 5 mezclas y 11 bacterias 
con actividad promotora de crecimiento en plantas de arroz. La promoción de crecimiento 
obtenida por los consorcios no definidos fue similar a las mezclas bacterianas. Por 
ejemplo, el consorcio G1.F6.1 presentó incrementos en el peso seco de raíces del 100.54% 
y del 57.08% en el peso seco de vástago con respecto a las plantas no inoculadas, similares 
resultados fueron obtenidos por la mezcla de las cepas S8/S9 aisladas de este consorcios 
con incrementos de 108.49% y 44.03% en el peso seco de raíz y vástago respectivamente 
(Tabla 4-2). A pesar que los enriquecimientos continuos aumentaron la actividad 
nitrogenasa (58.33%) y la producción de auxinas (50.00%) con el paso de las generaciones 
los consorcios y las rizobacterias que promovieron el crecimiento vegetal no se 
correlacionaron con los parámetros de crecimiento, la actividad nitrogenasa y los 
compuestos indólicos. Sin embargo, en general las cepas aisladas de los consorcios se 
caracterizaron por presentar alta producción de índoles. Sin embargo la actividad 
nitrogenasa estuvo relacionada con el origen de las muestras ya que todos los consorcios 
del Tolima incrementaron su actividad entre la primera y la quinta generación, mientras 
solo tres consorcios del Meta aumentaron la actividad nitrogenasa hasta la décima 
generación. 
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5 Obtención de un consorcio y rizobacterias 
promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) en 
plantas de arroz mediante pases por planta in 
vitro 
Resumen 
La selección de cepas para el desarrollo de inoculantes mixtos es un paso crítico, incluso 
algunas de estas mezclas han sido inhibitorias. En parte, por la falta de metodologías que 
no rompan con las relaciones sinérgicas entre rizobacterias y plantas. Los objetivos de este 
trabajo fueron: i) obtener consorcios promotores de crecimiento mediante pases continuos 
en plantas in vitro de arroz, ii) determinar el efecto de los pases continuos sobre la 
actividad nitrogenasa y la producción de índoles en consorcios bacterianos y iii) 
determinar el potencial y la actividad promotora de crecimiento vegetal de los aislamientos 
bajo mezclas bacterianas e individualmente. Las plantas in vitro crecieron en medio 
Hoagland sin fuente de N y fueron inoculadas con suelo rizosférico proveniente de cinco 
fincas arroceras de la Orinoquia Colombiana. Luego de 30 días de crecimiento, las raíces 
fueron maceradas y sirvieron como inóculo a nuevas plantas in vitro (segunda generación). 
A los 30 días, se procedió de igual manera para completar una tercera generación. 
Alícuotas de los macerados de las raíces fueron conservados a -20 °C para determinar la 
actividad nitrogenasa, la producción de índoles y la promoción de crecimiento bajo 
condiciones de invernadero. En la primera generación los consorcios presentaron la mayor 
actividad nitrogenasa (21.15 nmoles de etileno h
-1
) pero esta disminuyó con cada 
generación, mientras el 53.33% de los consorcios presentaron incrementos en la 
producción de índoles entre la primera y tercera generación. Bajo condiciones de 
invernadero, el consorcio PxP F9.1.G2 promovió el crecimiento del vástago (37.30%) y 
las raíces (193.00%) con respecto a plantas de arroz no inoculadas. Por medio de 
diluciones seriadas en tres medios de cultivo se establecieron los miembros del consorcio. 
La metodología empleada permitió la obtención de un consorcio, dos mezclas bacterianas 
y tres cepas con actividad promotora de crecimiento en plantas de arroz sin la necesidad de 
establecer previamente el número de cepas y pruebas de compatibilidad lo que constituye 
una valiosa herramienta para el avance del desarrollo de inoculantes bacterianos.  
 
Palabras claves: Consorcios, aislamiento, promoción de crecimiento, PGPR, arroz. 
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5.1 Introducción 
El desarrollo de consorcios como inoculantes bacterianos promotores de crecimiento 
vegetal se ha fundamentado en el desarrollo de co-inoculaciones, mezclas bacterianas o 
inoculantes mixtos (Bashan et al., 2004). Estos inóculos bacterianos se establecen por la 
combinación de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR), endófitos 
(Govindarajan et al., 2008) o rizosféricos con alta actividad nitrogenasa (Alam et al., 
2001), solubilización de P y productores de sustancias reguladoras de crecimiento 
(Rodríguez y Fraga. 1999, Kennedy et al., 2004). Sin embargo, este tipo de mezclas no 
siempre presentan resultados consistentes en la promoción de crecimiento vegetal (de 
Freitas 2000; Oliveira et al., 2002; Felici et al., 2008) por lo que es necesario establecer 
nuevas metodologías que consideren las interacciones bacterianas que se forman desde la 
rizósfera (Newton y Fray, 2004) y los elementos que median tales interacciones (Zlotnikov 
et al., 2007).  
 
De acuerdo al concepto de efecto rizosférico, la planta selecciona los microorganismos que 
colonizan la rizósfera en función de la emisión de exudados rizosféricos (Hiltner et al., 
1904; Landi et al., 2006). Esto ha motivado que el aislamiento de PGPR diazotróficos 
fundamentado en el empleo de medios de cultivo carentes de N, los cuales varían en la 
fuente de C con el objeto de simular diferentes sustratos rizosféricos (Bashan et al., 1993). 
Lo ideal sería que el medio de cultivo fuera representativo de los exudados radiculares, los 
cuales sirven como fuentes de vitaminas, aminoácidos, proteínas y carbohidratos a los 
microorganismos rizosféricos y afectan algunos mecanismos de promoción como la 
fijación biológica de N (Bürgmann et al., 2005), la producción de ácido indolacético 
(Ahmad et al., 2008) y la colonización (Bacilio-Jiménez et al., 2003). Sin embargo, la 
concentración y composición de los exudados radiculares es variable y depende de la 
especie vegetal, edad de la planta, estatus nutricional y de las condiciones ambientales 
(Walker et al., 2003). Incluso, la inoculación bacteriana influye sobre la concentración y 
composición de los exudados emitidos por la planta (Raja et al., 2006).  
 
Hasta ahora el único criterio para desarrollar inoculantes mixtos había sido el uso de 
PGPR pertenecientes a diferentes grupos funcionales o taxonómicos, sin considerar que las 
relaciones sinérgicas se pueden presentar en la rizósfera con microorganismos sin 
actividad promotora de crecimiento vegetal (Holguín y Bashan, 1996). Estas interacciones 
son determinantes en el establecimiento y colonización de microorganismos a nivel de la 
rizósfera (Newton y Fray, 2004) Por lo tanto, el desarrollo de consorcios bacterianos 
debería estar fundamentado en metodologías que no rompan con las interacciones que se 
dan en la rizósfera. Por otra parte, para que exista un efecto positivo de la inoculación, la 
PGPR debe colonizar la raíz, sobrevivir, multiplicarse y competir en la rizósfera (Bashan 
et al., 2004; Barea et al., 2005; Dutta y Podile, 2010). La colonización va depender de la 
composición de los exudados, el tipo de suelo y la actividad de microorganismos nativos 
(Dutta y Podile, 2010). Sin embargo, la colonización es un factor que pocas veces se tiene 
presente en el momento de seleccionar PGPR (Park et al., 2005; Piao et al., 2005; 
Çakmakçi et al., 2006). En este contexto, el método de la espermosfera busca que la 
selección de PGPR se dé capacidad de colonización en función del reconocimiento de 
exudados radiculares de una planta de interés (Thomas-Bauzon et al., 1982) lo que ha 
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permitido seleccionar exitosamente PGPR diazotróficos (Baldani et al., 2000; Rodrigues et 
al., 2008). 
 
De acuerdo al planteamiento anterior la hipótesis de este trabajo considera que el 
subcultivo de una suspensión bacteriana, proveniente de suelo rizosférico y raíz inoculadas 
en plantas de arroz in vitro, permitirá la selección de consorcios no definidos con alta 
capacidad de fijación de N. Así mismo se propone que los aislamientos o mezclas de 
aislamientos obtenidos de estos consorcios bacterianos tendrán una buena capacidad de 
promoción de crecimiento vegetal. Esta hipótesis se fundamenta en la siguientes 
evidencias: existe una alta abundancia de diazótrofos en cultivos de arroz (Wartiainen et 
al., 2008) con actividad promotora de crecimiento en plantas de arroz (Choudhury y 
Kennedy, 2004), el efecto promotor de crecimiento se ha potenciado mediante mezclas 
bacterianas (Bashan et al., 2004), las interacciones bacterianas para promover el 
crecimiento vegetal se establecen desde la rizósfera y no necesariamente se da entre PGPR 
(Holguín y Bashan, 1996), los medios enriquecidos continuos favorecen a las especies que 
mejor uso hagan de las fuentes y condiciones de crecimiento (Kassen y Rainey, 2004) y 
los medios de cultivo deberían ser representativos de los exudados emitidos por la planta 
ya que estos seleccionan la población microbiana que colonizará la rizósfera (Badri y 
Vivanco, 2009). En este contexto, los objetivos de este trabajo fueron: i) obtener 
consorcios promotores de crecimiento mediante pases continuos en plantas in vitro de 
arroz, ii) determinar el efecto de los pases continuos sobre la actividad nitrogenasa y la 
producción de índoles de consorcios no definidos con actividad promotora y los 
aislamientos de estos consorcios y iii) determinar el potencial y la actividad promotora de 
crecimiento vegetal de los aislamientos obtenidos bajo mezclas bacterianas e 
individualmente en condiciones de invernadero. 
5.2 Materiales y Métodos 
5.2.1 Sitio de estudio y muestreo 
Cinco fincas arroceras del departamento del Meta fueron muestreadas entre el 1 y 3 de 
junio del año 2009 (Tabla 5-1). La finca 11 estaban sembradas bajo el sistema de 
inundación (el cultivo depende del agua de un distrito de riego), la finca 12 en el momento 
del muestreo no estaba sembrada pero proviene del sistema inundado, mientras las fincas 
9, 10 y 16 eran de cultivos de arroz bajo el sistema secano, que dependen del agua lluvia. 
Las fincas presentaron un pH entre 5,2 y 5,6 y un porcentaje de materia orgánica entre 
2,87 y 3,38 (Tabla 5-1). De cada finca se tomaron 3 muestras integradas de suelo y raíces 
provenientes de 15 submuestras cada una. En los suelos del departamento del Meta 
predominan los Oxisoles con baja fertilidad y altos contenidos de Fe y Mn (Malagón et al., 
1995; Fedearroz, 2000) con un régimen de lluvias que oscilan entre 3000 y 4000 mm por 
año y temperaturas entre 17 y 27 °C. 
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Tabla 5-1. Características general de cinco fincas arroceras de los departamentos del Meta. 
Finca Geoposición 
Sistema de 
cultivo  
pH %M.O Textura 
9 3º59´9.05¨N/73º13¨56.6¨W Secano 5.6 2.92 Franco arcillosa limoso 
10 3º59´9.05¨N/73º13¨56.6¨W  Secano 5.2 3.32 Franco arcillosa 
16 4º02¨2.60¨N/73º29¨58¨W Secano 5.2 3.38 Franco arcillosa 
11 3º44´8.11¨N/73º26¨15.7¨W Inundado 5.5 2.87 Franco arcillosa 
12
1
 3º48´0.99¨N/73º29¨19.5¨W Inundado 5.5 3.02 Franco arcilloso arenosos 
M.O: materia orgánica. 
1
 La finca 12 proviene de un sistema de inundación pero en el momento del 
muestreo no se encontraba sembrada. 
5.2.2 Análisis físico-químico 
Para cada finca se tomó una muestra compuesta de suelo para determinar los parámetros 
físico-químicos según técnicas estándares (Horwitz, 2000) como fue descrito en la sección 
3.2.2. 
5.2.3 Obtención de un consorcio no definidos mediante pases por plantas in 
vitro 
Se realizaron series de dilución a partir de 10 g de peso fresco de segmentos de raicillas 
con suelo rizosférico y 90 mL de una solución de NaCl al 0.85%. Luego de agitar durante 
30 min a 150 rpm se hicieron diluciones seriadas. De la dilución 10
-3
 se tomaron 0.6 mL 
de la suspensión de suelo para inocular tubos de ensayo de 26 mL de capacidad que 
contenían 6 mL de medio Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) semisólido (0.6 g L
-1
 agar 
bacteriológico, Merck) al 50% sin fuente de N según metodología descrita en Rodrigues et 
al. (2008). Posteriormente, semillas desinfectadas de arroz (variedad Fedearroz 369) 
fueron colocadas en el medio de crecimiento. Las semillas se desinfectaron con alcohol al 
70% durante 6 min y NaClO al 3% por 6 min. Luego de cada paso de desinfección, las 
semillas fueron lavadas con abundante agua destilada estéril. Para cada muestra compuesta 
se emplearon 12 tubos que se mantuvieron tapados y expuestos a un fotoperiodo de l2:12 
horas luz:oscuridad. Luego de 30 días de crecimiento, las raíces fueron maceradas y 
diluidas en 12 mL de solución NaCl al 0:85% para inocular medio Hoagland al 50% 
semisólido sin fuente de N, de igual forma como se inoculó la suspensión de suelo. Luego 
de 30 días de crecimiento se retiraron las raíces para continuar con una nueva generación. 
Este procedimiento se continuó hasta completar tres pases consecutivos o generaciones. 
Tres alícuotas del macerado de cada finca por generación fueron conservadas en glicerol al 
15% a -20 °C para determinar la actividad nitrogenasa, la producción de índoles y la 
promoción de crecimiento en plantas de arroz bajo condiciones de invernadero.  
5.2.4 Actividad nitrogenasa 
La actividad nitrogenasa de los consorcios fue determinada por la prueba de reducción de 
acetileno a lo largo de tres generaciones según se describió en la sección 4.2.4.  
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5.2.5 Producción de índoles 
De una alícuota conservada a -20 °C de cada consorcio, se determinó la producción de 
compuestos indólicos por el método colorimétrico de Salkowsky (Glickmann y Dessaux, 
1995) según se describió en la sección 4.2.5.  
5.2.6 Ensayos de invernadero 
Los consorcios bacterianos de la primera y segunda generación fueron reactivados en 
medios Nfb+YE, la tercera generación no fue evaluada debido a la disminución en la 
actividad nitrogenasa en la mayoría de consorcios (Figura 5-1). Luego de 24 h de agitación 
a 30 °C la suspensión bacteriana fue ajustada con agua destilada estéril a 0.2 absorbancias 
(600 nm). Semillas previamente desinfectadas y embebidas en agua destilada estéril por 48 
h fueron inoculadas con 1 mL de la suspensión bacteriana. Cada consorcio fue evaluado 
por triplicado en materas que contenían 3 semillas (Variedad Fedearroz 369) y 200 g de 
suelo proveniente de las fincas muestreadas. Como tratamiento control se emplearon 
semillas sin inocular y materas inoculadas con Enterobacter hormaeche G10. Esta cepa 
promueve el crecimiento en diferentes especies vegetales como Avicennia germinans, 
Rhizophora mangle, Citrullus vulgaris, Lycopersicum esculentum y Capsicum annuum 
(Vanegas, 2004, 2007, Galindo 2006). Las materas fueron fertilizadas con K2HPO4 (18 kg 
P ha
-1
), K2SO4 (102 kg K ha
-1
) y 20 mL de micronutrientes de Hoagland al 20% (Hoagland 
y Arnon, 1950) a los 7 días de siembra. A los 20 días de siembra, cada matera fue irrigada 
con 25 mL de una solución de Hoagland al 20% sin N. Después de 40 días de crecimiento 
se determinó el peso seco de vástago y raíces para cada tratamiento. 
5.2.7 Caracterización de un consorcio no definido 
Para determinar los miembros del consorcio no definidos que promovió el crecimiento en 
plantas de arroz se realizaron aislamientos en medios selectivos. Se reactivó el consorcio 
no definido en caldo Nfb+YE durante 24 h. Posteriormente, se realizaron series de 
dilución y plaqueos en medio Nfb+YE, Nfb y LB (10 g L
-1
 de peptona, 5 g L
-1
 de NaCl y 
10 g L
-1
 de NaCl). Todos los morfotipos observados en los tres medios fueron purificados 
y conservados a -20 °C. A cada morfotipo y al consorcio no definido se le determinó la 
actividad nitrogenasa (numeral 4.2.4) y la producción de índoles (numeral 4.2.5). Para la 
promoción de crecimiento en plantas de arroz se siguió la misma metodología descrita en 
el numeral 5.2.6 con la excepción que las semillas fueron sembradas en turba y fertilizadas 
cada semana con 25 mL de una solución Hoagland al 50% (Hoagland y Arnon, 1950) sin 
fuentes de N. Las bacterias de interés fueron identificadas mediante la amplificación del 
gen 16S DNAr usando los primers universales 27f y 1492r bajo condiciones estándares 
(Martin-Laurent et al., 2001). Los productos de PCR fueron secuenciados en Macrogen Inc y 
la asignación taxonómica se realizó mediante el uso de la herramienta SeqMactch del 
Ribosomal Database Project. 
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5.2.8 Análisis estadístico 
Las diferencias estadísticas entre tratamientos se evaluaron a través de un ANOVA 
(P≤0.05). Se aplicó una prueba de comparaciones múltiples de Tukey a excepción de los 
ensayos de invernadero donde se usó la prueba de diferencias mínimas significativas 
(LSD). Los ensayos que no cumplieron los supuestos del ANOVA fueron diferenciados 
por la prueba de Kruskal Wallis. Las relaciones entre físico-químicos y las fincas se 
establecieron por un análisis de componentes principales (PCA) y de similaridad 
(Dendrograma con uniones promedio y distancias euclidianas). 
5.3 Resultados 
5.3.1 Análisis de físico químico 
 
Figura 5-1. Análisis de componentes principales (A) y similaridad (B) entre fincas y 
parámetros físico-químicos. Fincas inundada (11 y 12). Fincas secanas (9, 10 y 16). 
 
Las fincas fueron diferenciadas por el sistema de cultivo. Las fincas 11 y 12 presentaron 
una similaridad del 76.5% (Figura 5-1) y fueron agrupadas en el PCA por los altos 
contenidos de Fe (Figura 5-1a). Estas fincas provienen de cultivos inundados de arroz 
mientras las fincas secanas 10 y 16 presentaron una similaridad del 85.6% y fueron 
agrupadas por la CIC y los contenidos de Mn. La finca secana 9 presentó una similaridad 
del 64,0% con las fincas 10 y 16 y se caracterizó por presentar los mayores contenidos de 
Mg y nitratos.  
5.3.2 Actividad nitrogenasa 
En la primera generación los consorcios bacterianos presentaron los mayores valores 
promedio de actividad nitrogenasa (21.15 nmoles de etileno h
-1
). El 93.33% de los 
Pase por planta                                                                                                                              66 
 
consorcios disminuyeron la actividad nitrogenasa entre la primera y segunda generación. 
Igualmente, entre la segunda y tercera generación el 66.00% de los consorcios disminuyó 
la actividad o no fue detectada, mientras los consorcios de la finca 16 (16.1 y 16.3) 
aumentaron la actividad nitrogenasa entre la segunda y tercera generación (Figura 5-2). No 
se encontraron diferencias en la actividad nitrogenasa entre los cultivos secanos e 
inundados en ninguna generación. 
 
 
Figura 5-2. Actividad nitrogenasa (nmoles de etileno h
-1
) de consorcios bacterianos 
obtenidos por pase por planta para la primera, segunda y tercera generación (G). Los 
consorcios de las fincas 9, 10 y 16 pertenecen a cultivos secanos. Las fincas 11 y 12 a 
fincas con cultivos inundados. Letras minúsculas indican diferencias significativas entre 
generaciones del mismo consorcio.  
5.3.3 Producción de índoles 
El 40.00% de los consorcios aumentó la producción de índoles entre la primera y segunda 
generación y entre la segunda y tercera generación el 46.67% de los consorcios 
aumentaron la producción de índoles (Figura 5-3). Entre la primera y tercera generación el 
53.33% de los consorcios presentaron un incremento en la producción de índoles. Entre 
generaciones no se encontraron diferencias significativas entre cultivos secanos e 
inundados. 
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Figura 5-3. Producción de índoles (µg de ácido indolacético, AIA) de consorcios 
bacterianos obtenidos por pase por planta en solución Hoagland sin N para la primera, 
segunda y tercera generación (G). Los consorcios de las fincas 9, 10 y 16 pertenecen a 
cultivos secanos. Las fincas 11 y 12 a fincas con cultivos inundados. Letras minúsculas 
indican diferencias significativas entre generaciones del mismo consorcio. 
5.3.4 Caracterización de un consorcio no definido mediante pase por 
planta 
De los 30 consorcios evaluados bajo condiciones de invernadero solo el consorcio no 
definido PxP F9.1.G2 proveniente de la finca 9 de la segunda generación replica 1 (9.1) 
promovió el crecimiento vegetal frente al control en un 37.30% y 193.00% con respecto al 
control para vástago y raíces respectivamente (Anexo 8.3). De este consorcio se aislaron 
siete cepas en tres medios de cultivo (Figura 5-4). Las cepas presentaron un rango de 
producción de AIA entre 153.00 y 2.40 µg mL
-1
 de AIA (Figura 5-4). El consorcio 
presentó una producción de 14.76 µg mL
-1
 de AIA. Con respecto a la actividad nitrogenasa 
el consorcio presentó una actividad de 1.47 nmoles de etileno h
-1
 mientras que las cepas S8 
(3.90 nmoles de etileno h
-1
) y S4 (0.73 nmoles de etileno h
-1
) fueron las únicas que 
presentaron actividad nitrogenasa. 
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Figura 5-4. Producción de índoles (µg mL
-1
 de AIA) para cepas aisladas del consorcio 
(C) PxP F9.1.G2 en los medios de cultivo Nfb, Lb y Nfb con extracto de levadura (YE). 
5.3.5 Promoción de crecimiento en plantas de arroz por consorcios 
bacterianos  
Luego de aislar los miembros del consorcio no definidos PXP F9.1.G2 se evaluó la 
actividad promotora de crecimiento individual y en mezclas. Las mezclas fueron 
establecidas entre cepas provenientes del mismo medio de cultivo. Las cepas S1, S3, S4, la 
mezcla de las cepas S1 y S2 y la mezcla de S7 y S8 presentaron incrementos entre 77.41% 
y 134.48% con respecto al control. El peso seco de raíces de la mezcla S1 y S2 presentó 
incrementos significativos del 40.84% con respecto al control (Tabla 5-2). Estas cepas, S1 
y S2 fueron identificadas como un Enterobacter sp. y una Pseudomonas sp., 
respectivamente. El consorcio no definido PXP F9.1.G2 incremento en un 33.70% peso 
seco de vástago, sin embargo este resultado no fue significativo (Tabla 5-2). Al realizar un 
análisis de correlación entre la producción de índoles y el peso seco de vástago y raíces no 
se encontraron correlaciones. 
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Tabla 5-2. Peso seco de vástago y raíces de plantas de arroz (v369) al ser inoculado por 
cepas provenientes del consorcio no definido PxP F9.1.G2 bajo condiciones de invernadero. 
Medio de 
aislamiento 
Cepas 
Peso seco de raíz  
 
Peso seco de vástago  
(mg planta
-1
) (mg planta
-1
) 
Media 
Incremento 
% 
  Media 
Incremento 
% 
Lb S1 12.51 (1.91) ba 23.38   27.53 (6.44) a 134.48 
Lb S2 8.97 (1.00) cb 0.00 
 
17.38 (0.84) dcb 48.02 
Lb S1/S2 14.28 (3.41) a 40.84 
 
24.53 (7.40) ba 108.97 
Nfb+YE S3 9.74 (2.17) cb 0.00 
 
19.89 (2.41) cba 69.44 
Nfb+YE S4 11.11 (0.61) ba 9.62 
 
23.15 (3.00) ba 97.17 
Nfb+YE S6 6.54 (0.46) c 0.00 
 
15.65 (0.43) dcb 33.32 
Nfb+YE S3/S4/S6 6.03 (1.05) c 0.00 
 
15.28 (3.01) dcb 30.14 
Nfb S7 6.04 (0.30) c 0.00 
 
13.88 (0.65) dc 18.20 
Nfb S8 10.63 (0.89) ba 4.81 
 
18.45 (1.03) dcb 57.17 
Nfb S7/S8 10.89 (2.01) ba 7.45 
 
20.83 (1.55) cba 77.41 
Nfb PxP F9.1.G2 9.40 (1.10) cb 0.00 
 
15.70 (2.91) dcb 33.70 
 
Control (-) 10.14 (0.50) b 0.00 
 
11.74 (0.45) d 0.00 
  
E. hormaeche 
G10  
10.60 (0.72) ba 4.57 
 
23.19 (2.91) ba 97.55 
M. Media. ES. Error estándar. LSD. Comparación de medias por la prueba de diferencias mínimas 
significativas. (%) incremento porcentual con respecto al control negativo. Control (-) Plantas sin 
inocular. (YE) Extracto de levadura. 
 
5.4 Discusión de resultados 
La metodología evaluada permitió obtener un consorcio no definido, dos mezclas y tres 
cepas con actividad promotora de crecimiento vegetal. Esta metodología permitió obtener 
inoculantes a partir de consorcios no definidos. Esta metodología se fundamenta en el 
potencial de las plantas para determinar la estructura y composición de la comunidad 
microbiana que coloniza la rizósfera por medio de la emisión de diversos exudados 
radiculares (Landi et al., 2006). 
 
En la primera generación, donde se empleó la suspensión de suelo, se registraron los más 
altos valores de actividad nitrogenasa (21.15 nmoles de etileno h
-1
) con respecto a las 
demás generaciones. Esto concuerda con la amplia diversidad de diazótrofos reportada en 
arroz (Ueda et al., 1995; Poly et al., 2001; Tan et al., 2003; Bürgmann et al., 2004; Demba 
Diallo et al., 2008; Wartiainen et al., 2008). Los consorcios 16.1 y 16.3 aumentaron la 
actividad nitrogenasa entre la segunda y tercera generación. Al comparar la finca 16 con 
las fincas secanas 9 y 10 existen dos grandes diferencias. La primera corresponde a la 
cultivariedad sembrada, mientras las fincas 9 y 10 estaban sembradas con Fedearroz 174, 
la finca 16 estaba sembrada con la variedad Improarroz 15-50. La segunda diferencia 
corresponde a las concentraciones de Cu. La finca 16 presentó hasta un 75% más de Cu 
que las fincas 9 y 10. Se ha reportado que el Cu (10 y 100 mg L
-1
) puede inhibir el 
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crecimiento y biomasa de Azospirillum (Strzelczyk et al. 1997) lo que podría implicar una 
disminución de la actividad nitrogenasa. Sela et al (1989) reportaron una inhibición de la 
actividad nitrogenasa en Azola-Anabaena hasta del 33% cuando fue expuesta a la 
presencia de Cu. Por lo tanto, los consorcios de la segunda generación de la finca 16 
podrían presentar una mayor actividad en la tercera generación al no estar expuestos al Cu. 
Por otra parte, la composición y calidad de los exudados rizosféricos de las plantas 
determinan la colonización microbiana (Bacilio-Jiménez et al., 2003) y la fijación de N2 
(Bürgmann et al. 2005). Igualmente, la diversidad de diazótrofos cambia con la 
cultivariedad de arroz (Tan et al., 2003) y por lo tanto la actividad nitrogenasa será 
diferencial según la cultivariedad. Lo que podría explicar el comportamiento de los 
consorcios de la finca 16 sembrados con la cultivariedad Improarroz 15-50 con respecto a 
los consorcios 9 y 10 sembrados con Fedearroz 174. 
 
En la medida que se realizaron los pases por planta la actividad nitrogenasa disminuyó en 
la mayoría de consorcios. Se ha reportado que los diazótrofos establecen relaciones 
sinérgicas para fijar N2 con microorganismos que no son diazótrofos (Holguín y Bashan, 
1996; Minamisawa et al., 2004; Shrestha et al., 2007). Al aumentar la presión selectiva por 
los diazótrofos en cada pase por planta se pueden romper las relaciones sinérgicas con 
organismos no diazotróficos y por lo tanto disminuir la actividad nitrogenasa. Por ejemplo, 
co-inóculos entre diazótrofos anaerobios como Clostridium sp. y organismos no 
diazótrofos aerobios que permiten la fijación de N2 bajo condiciones aerobias 
(Minamisawa et al., 2004). Estas bacterias no diazotróficas pueden aumentar la actividad 
nitrogenasa al disminuir los niveles de oxígeno (Shrestha et al., 2007) o proteger la 
nitrogenasa del oxígeno (Holguín y Bashan, 1996; Zlotnikov et al., 2001).  
 
No se correlacionó la actividad nitrogenasa con la producción de compuestos indólicos a 
lo largo de los pases por planta. Se ha reportado que los diazótrofos presentan una alta 
producción de compuestos indólicos (Park et al., 2005), incluso pueden ser el mecanismo 
más relevante de promoción de crecimiento vegetal en diazótrofos como Azospirillum 
(Spaepen et al., 2008). No obstante sobre la producción de compuestos indólicos no se 
generó ningún tipo de presión selectiva, a pesar de considerarse que la fijación de N y la 
producción de compuestos indólicos son mecanismos complementarios ya que la 
producción de índoles estimula el crecimiento radicular e incrementa la exudación de 
fuentes de C para que se pueda desarrollar la fijación de N (Heulin et al., 1989, Raja et al., 
2006). 
 
El uso de una solución Hoagland sin fuente de N favorece la actividad de diazótrofos 
(Baldani et al., 2000). Sin embargo, el consorcio no definido PxP F9.1.G2 y las cepas que 
lo conformaron presentaron una baja actividad nitrogenasa. Esto podría obedecer a que 
diazótrofos como Azospirillum, la fijación de N no es el principal mecanismo de 
promoción de crecimiento (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000), si no, una combinación de 
mecanismos que incluyen la producción de reguladores de crecimiento, vitaminas, 
mejoramiento en la toma de nutrientes, aumento la resistencia al estrés y la fijación de N2 
(Dobbelaere et al., 2003). 
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El consorcio no definidos PxP F9.1.G2 promovió el peso seco de vástago empleando como 
sustrato suelo (Anexo 8-3) mientras con turba los incrementos no fueron significativos 
(Tabla 5-2). El sustrato es un factor que determina el éxito en la promoción de crecimiento 
vegetal (Bashan et al., 1995) ya que influye en la supervivencia y colonización bacteriana 
(Lucy et al., 2004). Una razón para que en la turba no se haya encontrado promoción de 
crecimiento por parte del consorcio podría obedecer a la alta carga de contaminantes 
microbianos que tiene algunas turbas y a factores que limitan el crecimiento de la planta lo 
que genera efectos negativos de la inoculación por PGPR (Lucy et al., 2004). Esto 
coincide con la biomasa de las plantas no inoculadas que crecieron en suelo y turba. Las 
plantas no inoculadas que crecieron en suelo presentaron tres veces más biomasa de 
vástago (Tabla 5-2) que las plantas no inoculadas que crecieron en turba (Anexo 8.3). 
Estas limitaciones en el crecimiento vegetal influyen negativamente sobre la promoción de 
crecimiento de PGPR (Díaz-Zorita y Fernández-Canigia, 2009) 
 
Del consorcio no definido PxP F9.1.G2 las cepas individuales presentaron iguales 
resultados que las mezclas bacterianas. Esto pone en evidencia las dificultades en la 
selección de cepas para obtener mezclas con actividad individual. No obstante, la 
aproximación metodológica permitió obtener tres cepas con actividad promotora. Estas 
cepas fueron identificadas como Enterobacter sp (S1 y S4) y Streptococcus sp (S3). Las 
Enterobacterias son ampliamente distribuidas en arroz (Ladha y Reddy, 1995) y 
reportadas como PGPR (Barraquio et al., 2000; Mehnaz et al., 2001; Verma et al., 2001; 
Kennedy, 2004), sin embargo, es necesario determinar la toxicología de estos inoculantes 
para futuros ensayos. En este estudio no se encontraron correlaciones entre el peso seco de 
vástago, raíces, la producción de índoles y actividad nitrogenasa. Esto sugiere que la 
promoción de crecimiento pueden intervenir otros factores tales como las citoquininas y 
las giberelinas las cuales han sido correlacionadas con efectos estimulatorios en PGPR 
como Azospirillum sp. (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).  
5.5 Conclusión 
Se obtuvo un consorcio no definido con actividad promotora de crecimiento en plantas de 
arroz a partir de pases consecutivos en plantas in vitro que crecieron en medio Hoagland 
sin fuente de N. Igualmente, a partir del consorcio no definido se obtuvo 2 mezclas y 3 
cepas con actividad promotora de crecimiento en plantas de arroz con incrementos 
máximos en peso seco de raíces del 40.84% y del 134.48% en el peso seco de vástago con 
respecto al control no inoculado. Los pases por planta disminuyeron la actividad 
nitrogenasa de los consorcios en cada generación, con excepción del consorcio de la finca 
16. La promoción de crecimiento no se correlaciono con la actividad nitrogenasa ni con la 
producción de compuestos indólicos por lo que es necesario hacer más estudios para 
elucidar el mecanismo de promoción de crecimiento y las relaciones que median las 
relaciones de los miembros del consorcio no definido. La metodología desarrollada es una 
importante herramienta para la obtención cepas con actividad promotora de crecimiento 
vegetal. 
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6 Efecto de la inoculación de rizobacterias 
promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) en el 
crecimiento y productividad de cultivos de arroz 
 
Resumen 
 
El efecto de la inoculación bacteriana depende del tipo de suelo, cultivariedad y cepas 
empleadas. Los objetivo de este trabajo fueron evaluar la promoción de crecimiento vegetal 
al inocular: i) bajo condiciones de invernadero ocho cepas bacterianas y tres mezclas en dos 
cultivariedades de arroz (Fedearroz 174 y Fedearroz 60) en dos tipos de suelo contrastante 
provenientes del departamento del Meta y Tolima y ii) bajo condiciones de campo evaluar 
el efecto de la cepa S9 y la mezcla bacteriana S5/S6/S7 en dos cultivariedades y dos fincas 
del departamento del Meta. Las inoculaciones bacterianas en los suelos de Tolima 
presentaron mayores incrementos en el crecimiento de las plantas de arroz (21.20%) con 
respecto a las inoculaciones en los suelos de Meta (1.02%). La cultivariedad Fedearroz 
174 presentó incrementos superiores en la promoción de crecimiento (16.44%) a los 
obtenidos con Fedearroz 60 (5.78%). La cepa S9 al ser evaluada en suelos de Tolima y con 
la variedad 174 presentó incrementos en el peso seco de vástago del 48.28%, mientras el 
peso seco de raíces fue del 61.89%. La mezcla S5/S6/S7 presentó incrementos del 48.49% 
en el peso seco de raíces bajo estas mismas condiciones. Contradictoriamente, la 
inoculación bacteriana no presentó incrementos significativos en los parámetros de 
crecimiento cuando los mismos tratamientos fueron evaluados en la misma cultivariedad 
de arroz (Fedearroz 174) pero en el suelo del Meta. Bajo condiciones de campo las 
inoculaciones bacterianas no presentaron diferencias significativas en los componentes de 
rendimiento y calidad de grano con respecto al control. En conclusión, la respuesta a la 
inoculación dependió de las cepas evaluadas, la cultivariedad de arroz y el tipo de suelo 
empleado. Una mejor comprensión de las interacciones entre microorganismos, el manejo 
agrícola, el suelo y las plantas permitirá optimizar las condiciones bajo las cuales se 
presente mejor efecto de los inoculantes bacterianos.  
 
Palabras claves. Inoculación bacteriana, cultivariedad, tipo de suelo, arroz, PGPR. 
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6.1 Introducción 
El cultivo intensivo de arroz ha conducido al empleó de una gran cantidad de fertilizantes 
nitrogenados que presentan una baja asimilación (50%), lo que genera problemas 
ambientales como la eutroficación de aguas, la producción de gases de invernadero como 
N2O, NO y NH3 (Kennedy et al., 2004; Jackson et al., 2008) y potenciales problemas de 
salud humana que van desde enfermedades respiratorias hasta la formación de canceres 
(Ladha y Reddy, 2003). Sin embargo, la aplicación de diversas rizobacterias promotoras de 
crecimiento vegetal (PGPR) en cultivos de arroz ha permitido aumentar la disponibilidad de 
nutrientes en la planta, reducir la aplicación de fertilizantes inorgánicos y aumentar los 
rendimientos del cultivo (Kennedy et al., 2004) y por lo tanto disminuir los efectos 
ambientales por perdidas de fertilizantes al ambiente (Khorshidi et al., 2011).  
 
Las PGPR pueden promover el crecimiento vegetal por fijación del N, incrementar el área 
de la superficie de la raíz por la emisión de reguladores de crecimiento vegetal, 
incrementar la disponibilidad de nutrientes, favorecer otras simbiosis benéficas y modos 
combinados de acción (Vessey, 2003; Bashan et al., 2004; Kennedy et al., 2004). El uso de 
mezclas bacterianas ha incrementado los rendimientos de arroz (Alam et al., 2001; Nguyen 
et al., 2003; Govindarajan et al., 2008; Cong et al., 2009) y la reducciones de fertilizantes 
(Bashan et al., 2004). No obstante, la respuesta en la promoción de crecimiento depende 
de las cepas (Pedraza et al., 2009), las mezclas bacterianas evaluadas (Govindarajan et al., 
2008), el genotipo de la planta, el estado de crecimiento y el manejo de la fertilización 
nitrogenada (Sasaki et al., 2010). Para que exista un efecto positivo de la inoculación, la 
PGPR debe colonizar la raíz, sobrevivir, multiplicarse y competir en la rizósfera (Bashan 
et al., 2004; Barea et al., 2005; Dutta y Podile, 2010). Para esto el inoculante debe ser 
compatible con el hospedero, así como con las características físico-químicas del ambiente 
en la que fue aislado, presentar una adecuada formulación y poder competir ante 
poblaciones nativas bien adaptadas (Lucy et al., 2004).  
 
De acuerdo a lo anterior, es importante evaluar inoculaciones a gran escala bajo diferentes 
suelos, condiciones ambientales, manejos agrícolas y diferentes estaciones para determinar 
las condiciones óptimas de funcionamiento del inoculante bacteriano antes de 
comercializar (Fuentes-Ramírez y Caballero-Mellado, 2005; Abril et al., 2006; Díaz-Zorita 
y Fernández-Canigia, 2009). En este contexto Bashan et al. (1995) evaluaron un inoculante 
microbiano a base de Azospirillum en 23 tipos de suelo estableciendo que la supervivencia 
de dicha rizobacteria se relaciona con el porcentaje de arcilla, nitrógeno, materia orgánica 
y capacidad de retención del suelo, lo que no ocurrió con parámetros como el porcentaje 
de limo, pH, conductividad eléctrica, porcentaje de K y P. Así mismo, Díaz-Zorita y 
Fernández-Canigia (2009) evaluaron la productividad de trigo al inocular A. brasilense 
bajo condiciones de campo en 297 locaciones en la Pampa Argentina durante cinco 
estaciones consecutivas de crecimiento de trigo. En el 70% de las localizaciones se 
determinó un efecto positivo de la inoculación. Similares porcentajes han sido reportados 
por Okon y Labandera-González (1994), y Fuentes-Ramírez y Caballero-Mellado (2005), 
empleando cepas de Azospirillum. En ambientes con bajo rendimiento o limitaciones de 
crecimiento para la planta no se presentaron contribuciones significativas al aplicar 
semillas inoculadas sobre el rendimiento del grano y crecimiento del cultivo (Díaz-Zorita 
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y Fernández-Canigia, 2009). En lugares con altas concentraciones de fertilización 
nitrogenada (110 kg N ha
-1
) se encontró un efecto benéfico en el 52% de los lugares, 
mientras en lugares sin fertilización nitrogenada el efecto benéfico en la inoculación fue 
reportada en el 94% de los lugares (Fuentes-Ramírez y Caballero-Mellado, 2005). Okon y 
Labandera-González (1994) atribuyen la falta de promoción de crecimiento a que no se 
pudo garantizar la persistencia y sobrevivencia del inoculante. 
 
Las cepas de este trabajo provienen del consorcio no definido G1.F6.1 proveniente del 
departamento del Tolima que bajo condiciones de invernadero presentó incrementos del 
43.22% en peso seco de vástago con respecto a los controles no inoculados en suelos 
provenientes del Tolima. Del consorcio no definido se aislaron en medio LB las cepas S2, 
S3 y S4, en medio Nfb con extracto de levadura (1 g L
-1
) las cepas S5, S6 y S7; y en medio 
Nfb las cepas S8 y S9 (ver, capítulo 4). Las cepas de este consorcio no definido pertenecen 
al generó Enterobacter sp con excepción de las cepas S4 y S7 (Chryseobacterium sp) y S6 
(Lactococcus sp). Para el desarrollo de las mezclas se emplearon las cepas aisladas del 
mismo medio de cultivo (capítulo 4). Dado que el efecto promotor de crecimiento se ha 
potenciado mediante mezclas bacterianas (Bashan et al., 2004), que el efecto promotor es 
dependiente de diversos factores como el inoculante bacteriano, la cultivariedad (Sasaki et 
al., 2010) y el tipo de suelo (Bashan et al., 1995). En este trabajo se planteó la hipótesis que 
existe un efecto diferencial en la respuesta promotora de crecimiento vegetal según el tipo de 
suelo y cultivariedad de arroz usada. Los objetivos de este trabajo fueron evaluar la 
promoción de crecimiento vegetal de los aislamientos seleccionados en la fase anterior bajo 
condiciones de invernadero y campo al inocular: i) bajo condiciones de invernadero ocho 
cepas bacterianas y tres mezclas en dos cultivariedades de arroz (Fedearroz 174 y 
Fedearroz 60) en dos tipos de suelo contrastante provenientes del departamento del Meta y 
Tolima y ii) bajo condiciones de campo, evaluar el efecto de la cepa S9 y la mezcla 
bacteriana S5/S6/S7 en dos cultivariedades en dos fincas del departamento del Meta.  
6.2 Metodología 
6.2.1 Manejo de cepas 
Las cepas aisladas del consorcio no definido G1.F6.1 fueron crecidas en agar Nfb con 
extractó de levadura (1 g L
-1
) e incubadas durante 24 h a 30 °C. El medio Nfb fue 
modificado de Rennie (1981) según se describió en la sección 3.2.3. Luego, una colonia 
fue inoculada en 5 mL de Nfb con extractó de levadura (1g L
-1
) durante 24 h, 30 °C a 150 
rpm. Las células fueron centrifugadas a 7500 rpm, lavadas y ajustadas a 0.2 absorbancias a 
600 nm con agua destilada estéril para desarrollar las inoculaciones en semilla. 
6.2.2 Análisis de suelos 
Los suelos empleados en los ensayos de invernadero y las pruebas de campo fueron 
caracterizados por el laboratorio de suelos del Departamento de Agronomía de la 
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá según técnicas estándares (Horwitz, 
2000) como fue descrito en la sección 3.2.2.  
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6.2.3 Pruebas de invernadero 
Los ensayos de invernaderos se realizaron en dos suelos contrastantes uno de Tolima y 
otro de Meta (Tabla 6-1) y en dos cultivariedades de arroz, Fedearroz 174 y Fedearroz 60, 
con el objeto de medir la interacción entre estas variables sobre el efecto de la actividad 
promotora de los aislamientos. La cultivariedad Fedearroz 60 presenta un buen 
comportamiento en la zona centro con una producción promedio de ~8000 kg ha
-1 
(primer 
semestre del 2008; Garcés, 2008), mientras Fedearroz 174 es una variedad adaptada a los 
Llanos Orientales con producciones promedio de 6742 kg ha
-1
 (primer semestre del 2008), 
alta sanidad y adaptación a suelos ácidos y sistema secano (Correo, 2008). Las semillas de 
arroz fueron lavadas con abundante agua y Tween 20 al 2% hasta eliminar los químicos 
que cubren las semillas (Vitavax e Insectrina), los cuales podrían interferir con la actividad 
de los microorganismos a inocular. Luego, las semillas fueron desinfectadas con alcohol al 
70% durante 6 min, y luego con NaClO al 3% durante otros 6 min. Entre cada 
desinfección las semillas fueron lavadas con abundante agua destilada estéril para retirar 
los residuos de los desinfectantes. Cada semilla desinfectada fue inoculada con 1 mL de 
suspensión bacteriana preparada en agua destilada estéril y ajustada a 0.2 absorbancias. 
Por cada tratamiento se emplearon 4 materas de 200 g de suelo con 5 semillas cada una, 
como control negativo se usaron materas con el mismo número de semillas pero no 
inoculadas. Para la evaluación de las mezclas bacterianas se empleó igual volumen de 
suspensión bacteriana por tratamiento. Como control positivo se empleó un Enterobacter 
hormaeche G10. Esta cepa se ha caracterizado por promover el crecimiento en diferentes 
especies vegetales como Avicennia germinans, Rhizophora mangle, Citrullus vulgaris, 
Lycopersicum esculentum y Capsicum annuum (Vanegas 2004, 2007; Galindo et al., 
2006). Luego del establecimiento de las semillas se dejaron únicamente 3 plántulas por 
matera. Las materas fueron fertilizadas con K2HPO4 (18 kg P ha
-1
), K2SO4 (102 kg K ha
-1
) 
y 20 mL de micronutrientes de Hoagland al 20% (Hoagland y Arnon, 1950) a los 7 días de 
siembra. Cada 7 días luego de la siembra, cada matera fue irrigada con 25 mL de una 
solución de Hoagland al 20% sin N. Luego de 56 días de crecimiento se evaluó el peso 
seco de vástago y raíces. 
6.2.4 Ensayos en campo 
Se establecieron dos ensayos en el departamento de Meta, municipio de Castilla Nueva, en 
las fincas Capachos (3º53”38” N/ 74º”59”47”W, del 22/10/10 al 09/03/11) y Mesalinda 
(3º47.760’ N/ 73º30.991’W, del 29/11/10 al 08/04/11) con las variedades Fedearroz 174 y 
Fedearroz 60, respectivamente. Bajo condiciones de campo se evaluó la mejor cepa (S9) y 
mezcla bacteriana (S5/S6/S7) obtenida de los ensayos de invernadero (Tabla 6-2). Como 
control positivo se empleó un biofertilizante comercial (Dimazos®) que contiene un 
inóculo de Azospirillum brasilense y Azotobacter chroococcum. Los tratamientos fueron 
evaluados en un diseño de bloques al azar con 4 réplicas en parcelas de 40 m
2
 distanciadas 
entre sí por 1 m. Para la finca Capachos se usó un plan de fertilización con 81.6 kg ha
-1
 de N, 
40.2 kg de P2O5 y 96.0 kg de K2O. En Mesalinda se fertilizó con 68.7 kg ha
-1
 de N, 40.2 kg 
de P2O5 y 96.0 kg de K2O. Las dos fincas tuvieron la misma fertilización de Ca (18.8 kg 
ha
-1
), Mg (6.3 kg ha
-1
), S (8.2 kg ha
-1
) y Zn (3.5 kg ha
-1
). La fertilización fue distribuida en 
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cuatro abonadas para Mesalinda y cinco para Capachos debido a un retraso en la 
germinación para esta última finca por exceso de lluvias. 
 
Por parcela, se inóculo 1 kg de semillas previamente lavadas con abundante agua y 
detergente comercial, para una densidad de siembra de 250 kg ha
-1
. Las semillas se 
inocularon con 100 mL de suspensión bacteriana de la cepa S9 ajustada a una concentración 
final de 10
9
 unidades formadoras de colonia (UFC) por mL en agua embotellada. Para la 
mezcla bacteriana (S5/S6/S7) se emplearon volúmenes de inóculo de cada cepa ajustados a 
una concentración final de 10
9
 UFC mL
-1
 en 100 mL de agua embotellada. Luego de 24 h de 
inoculación, las semillas fueron sembradas en cada parcela. Después de 30 días de siembra, 
se realizaron re-inoculaciones en campo de cada tratamiento. En cada parcela se aplicaron 
2000 mL por parcela a una concentración de 5x10
7
 UFC mL
-1
 tanto de la cepa S9 como las 
cepas de la mezcla bacteriana. Para el control comercial se aplicaron 2000 mL por parcela 
a una concentración de 10
6 
UFC mL
-1
, de acuerdo a la recomendación del fabricante.  
 
Para determinar el efecto de la inoculación bacteriana sobre el crecimiento del arroz se 
realizó un recuento de macollas en 0.25 m
2
 a los 25 días después de germinar (DDG). En el 
ensayo de Capachos no se pudo realizar el recuento de macollas a los 25 DDG debido a un 
retraso en la germinación por exceso de lluvia. En el máximo estado de embuchamiento del 
grano (~70 días después de la germinación, DDG) se determinó en 0.25 m
2
 el peso seco de 
vástago y el porcentaje de N (método micro-Kjeldahl), P (calcinación y valoración 
colorimétrica con vanadato y molibdato de amonio) y K (calcinación de la muestra por 
valoración por espectrofotometría de absorción atómica) de las hojas bandera. Durante la 
cosecha se determinó la producción de granos de arroz en un cuadro de 4 m
2
, la altura de 15 
plantas por parcela y los siguientes componentes de rendimiento en un cuadro de 0.25 m
2
: 
número de panículas m
-2
, número de granos panícula
-1
, granos vanos, longitud de la panícula 
y peso de 1000 granos. Los parámetros de calidad molinera fueron determinados en un 
cuadro de 0.06 m
2
: índice de pilada o porcentaje de grano entero, porcentaje de grano 
partido, porcentaje de grano yesado y porcentaje de grano con centro blanco de acuerdo a 
los procedimientos operativos estándares de Fedearroz.  
6.2.5 Análisis estadístico 
Se realizó un análisis de varianza (P≤0.05), a una vía para los ensayos de invernadero y 
dos vías para los ensayos en campo. Las diferencias entre tratamiento fueron establecidas 
por la prueba de diferencias mínimas significativas (LSD). Los datos que no cumplieron 
con las premisas del ANOVA fueron comparados por la prueba no paramétrica de 
Kruskal-Wallis.  
6.3 Resultados 
6.3.1 Análisis físico químico de suelos 
Los suelos empleados para los ensayos de invernadero fueron contrastantes en diversos 
parámetros evaluados (Tabla 6-2). Los suelos del Meta presentaron una textura franco 
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limoso, muy baja fertilidad, bajo %CO y %NT y deficiencias en Ca, K, Mg, Na, Zn y B. 
Este suelo presentó excesos de P, Cu y Mn. Mientras que los suelos del Tolima son de 
textura arenosa, de una baja fertilidad y niveles medios de %CO y %NT, con niveles 
ideales de Ca, medios de K, Mg, y excesos en Fe y Zn. 
 
Tabla 6-1. Análisis de los parámetros físico-químicos para dos tipos de suelo 
provenientes de los departamentos de Meta y Tolima. 
Variables 
Meta Tolima 
Valor Interpretación Valor Interpretación 
pH 5.3 
Fuertemente  
ácido 
5.7 
Moderadamente  
ácido 
%CO 0.36 Bajo 1.48 Medio 
%NT 0.03 Bajo 0.13 Medio 
Ca (cmolc kg
-1
) 1.46 Deficiente 6.40 Ideal 
K (cmolc kg
-1
) 0.09 Deficiente 0.24 Medio 
Mg (cmolc kg
-1
) 0.49 Deficiente 2.39 Medio 
Na (cmolc kg
-1
) 0.09 Deficiente 1.1 Alto 
CICE (cmolc kg
-1
) 0.243 Deficiente 10.2 Medio 
CIC (mmolc kg
-1
) 5.02 Muy baja 13.4 Baja  
P (mg kg
-1
) >116 Exceso 11.8 Bajo 
Cu (mg kg
-1
) 4.37 Exceso 4.08 Exceso 
Fe (mg kg
-1
) 81.7 Ideal 138.0 Exceso 
Mn (mg kg
-1
) 33.7 Exceso 83.1 Exceso 
Zn (mg kg
-1
) 0.73 Deficiente 5.68 Exceso 
B (mg kg
-1
) <0.12 Deficiente 0.22 Deficiente 
Textura FL Franco limosa FA Franco Arenosa 
%CO (Carbono), Ca (Calcio), Mg (Magnesio), K (Potasio), Na (Sodio) Al (Acidez intercambiable, 
CIC (Capacidad de intercambio catiónico), P (Fósforo), Cu (Cobre), Fe (Hierro), Mn (Manganeso), 
Zn (Zinc), B (Boro), %NT (Nitrógeno total), %Ar (Arcillas), %L (Limo),%A (Arena). 
6.3.2 Inoculaciones bajo condiciones de invernadero 
Bajo condiciones de invernadero se determinó el efecto de la inoculación de 8 cepas, 3 
mezclas y 1 consorcio no definido (ver capítulo 4) sobre el peso seco de vástago y raíces 
de 2 cultivariedades de arroz (Fedearroz 174 y Fedearroz 60; Tabla 6-2 a Tabla 6-5), en 2 
tipos de suelo contrastante provenientes de los departamentos del Meta y Tolima (Tabla 6-
1).  
 
El efecto de la inoculación sobre los parámetros de crecimiento dependió de la variedad 
vegetal, el tipo de suelo y del inoculante bacteriano. Para la variedad Fedearroz 174 en suelo 
de Tolima (Tabla 6-2), 4 cepas incrementaron el peso seco de vástago (S5, S7, S8 y S9) 
entre 30.65 y 48.28% con respecto al control sin inocular (control negativo), mientras el 
peso seco de raíces fue significativamente superior para las mismas cepas con incrementos 
entre 51.03% y 61.89%. La mezcla S5/S6/S7 y el consorcio no definido presentaron 
incrementos iguales del 48.49 y 44.62% respectivamente (Tabla 6-2). 
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Tabla 6-2. Efecto de la inoculación bacteriana en el peso seco de vástago y raíces en 
plantas de arroz variedad 174 en suelo del Tolima.  
Cepas 
Peso seco de vástago 
(mg planta
-1
) 
  
Peso seco de raíces  
(mg planta
-1
) 
Media 
Incremento
1
 
 
Media 
Incremento 
(%) (%) 
S2 31.08 (5.18) c 0.00 
 
17.64 (3.98) dcb 12.03 
S3 39.30 (2.82) cba 17.02  20.20 (1.53) dcba 28.32 
S4 38.91 (2.25) cba 15.85 
 
21.18 (1.12) dcba 34.52 
S2/S3/S4 39.97 (4.68) cba 19.00 
 
19.38 (2.02) dcba 23.13 
S5 43.88 (1.68) ba 30.65 
 
24.16 (1.65) ba 53.45 
S6 35.37 (6.87) cba 5.30 
 
14.39 (2.21) d 0.00 
S7 49.05 (4.08) a 46.03 
 
23.78 (2.74) cba 51.03 
S5/S6/S7 43.34 (1.50) cba 29.05 
 
23.38 (2.42) cba 48.49 
S8 48.74 (1.94) a 45.12 
 
24.58 (1.22) ba 56.13 
S9 49.80 (5.03) a 48.28 
 
25.49 (3.00) a 61.89 
S8/S9 37.82 (3.31) cba 12.60 
 
16.23 (3.54) dc 3.08 
Consorcio G1.F6.1 44.92 (6.64) ba 33.76 
 
22.77 (3.78) cba 44.62 
E. hormaeche G10
5
 47.75 (8.37) a 42.18 
 
23.77 (4.09) cba 50.98 
Control (-)  33.59 (3.21) cb 0.00 
 
15.74 (1.79) d 0.00 
Entre paréntesis el error estándar. Letras diferentes representan diferencias significativas por 
prueba de diferencias mínimas significativas (LSD). Control (-): Plantas sin inocular. 
1
Incremento 
porcentual con respecto al control negativo. 
 
Contradictoriamente, la inoculación bacteriana no presentó incrementos significativos en 
los parámetros de crecimiento cuando los mismos tratamientos fueron evaluados en la 
misma cultivariedad (Fedearroz 174) en el suelo del Meta (Tabla 6-3). Por otra parte 
cuando los tratamientos fueron inoculados sobre la variedad Fedearroz 60 en suelo del 
Tolima las cepas S4 y S5 promovieron el peso seco de vástago con incrementos entre 
23.49% y 32.06%, mientras el peso seco de raíces incrementó entre el 26.09% y 32.84% 
para las cepas S2 y S5 respectivamente (Tabla 6-4). No se presentaron incrementos 
significativos en ninguno de los tratamientos frente al control negativo al inocular semillas 
de Fedearroz 60 en suelo del Meta (Tabla 6-5). 
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Para determinar el efecto de la inoculación bacteriana con respecto al tipo de suelo y la 
cultivariedad se desarrolló una tabla dinámica que relaciona los incrementos porcentuales de 
los cuatro ensayos de inoculación (Tabla 6-6). Para la construcción de la tabla dinámica no 
se consideraron los valores inferiores a los controles sin inocular. Los suelos del Tolima 
presentaron mayores incrementos en el crecimiento (21.20%) con respecto a los suelos del 
Meta (1.02%). Por otra parte las plantas de Fedearroz 174 presentaron incrementos 
superiores en la promoción de crecimiento (16.44%) a los obtenidos por la variedad 
Fedearroz 60 (5.78%). 
 
Tabla 6-2. Efecto de la inoculación bacteriana en el peso seco de vástago y raíces en 
plantas de arroz variedad 174 en suelo del Meta. 
Cepas 
Peso seco de vástago 
(mg planta
-1
)   
Peso seco de raíces 
(mg planta
-1
) 
Media 
Incremento 
(%)
1
   
Media 
Incremento  
(%) 
S2 31.54 (1.65) dcb4 0.00 
 
17.86 (2.12) dcb 0.00 
S3 31.58 (3.61) dcb 0.00  17.63 (2.10) dcb 0.00 
S4 40.13 (1.73) a 10.84 
 
22.70 (0.52) a 9.33 
S2/S3/S4 32.61 (2.89) dcb 0.00 
 
18.69 (1.10) dcba 0.00 
S5 35.28 (3.62) cba 0.00 
 
16.50 (1.49) dc 0.00 
S6 30.58 (1.74) dc 0.00 
 
17.26 (0.67) dcb 0.00 
S7 37.94 (1.92) ba 4.81 
 
21.87 (1.76) ba 5.31 
S5/S6/S7 26.53 (0.20) d 0.00 
 
15.29 (1.47) d 0.00 
S8 34.70 (2.22) cba 0.00 
 
19.89 (2.50) dcba 0.00 
S9 30.63 (4.21) dc 0.00 
 
18.15 (2.65) dcba 0.00 
S8/S9 31.92 (2.03) dcb 0.00 
 
15.96 (1.31) d 0.00 
Consorcio G1.F6.1 30.52 (1.36) dc 0.00 
 
15.56 (1.01) d 0.00 
E. hormaeche G10 40.64 (0.92) a 12.25 
 
18.54 (0.89) dcba 0.00 
Control (-) 36.2 (2.29) cba 0   20.76 (1.65) cba 0 
Entre paréntesis el error estándar. Letras diferentes representan diferencias significativas por 
prueba de LSD Comparación de medias por prueba de diferencias mínimas significativas (LSD). 
Control (-): Plantas sin inocular. 
1
Incremento porcentual con respecto al control negativo (%). 
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Tabla 6-3. Efecto de la inoculación bacteriana en el peso seco de vástago y raíces en 
plantas de arroz variedad Fedearroz 60 en suelo del Tolima. 
Cepas 
Peso seco de vástago  
(mg planta
-1
)   
Peso seco de raíces 
(mg planta
-1
) 
Media 
Incremento 
(%) 
 
Media 
Incremento 
(%) 
S2 61.73 (3.95) dcba4 20.39 
 
33.77 (4.49) ba 26.09 
S3 52.74 (5.05) edc 2.84 
 
26.55 (2.72) cb 0.00 
S4 63.32 (2.10) cba 23.49 
 
30.44 (1.55) cba 13.68 
S2/S3/S4 57.06 (3.74) edcba 11.28 
 
29.34 (2.21) cba 9.56 
S5 67.72 (5.66) a 32.06 
 
35.58 (3.89) a 32.84 
S6 50.95 (2.33) edc 0.00 
 
24.12 (1.47) c 0.00 
S7 52.91 (2.84) edcb 3.19 
 
29.08 (0.80) cba 8.59 
S5/S6/S7 53.62 (3.91) edcb 4.57 
 
31 (2.03) cba 15.76 
S8 52.74 (2.96) edcb 2.86 
 
27.97 (2.53) cb 4.43 
S9 48.00 (5.20) e 0.00 
 
26.15 (3.01) c 0.00 
S8/S9 48.56 (3.42) e 0.00 
 
24.02 (1.31) c 0.00 
Consorcio G1.F6.1 59.45 (5.65) edcba 15.94 
 
29.88 (3.12) cba 11.59 
E. hormaeche G10 65.09 (4.45) ba 26.94 
 
33.21 (1.99) ba 24.01 
Control (-) 51.28 (2.28) ed 0.00   26.78 (1.34) c 0.00 
Entre paréntesis el error estándar. Letras diferentes representan diferencias significativas por 
prueba de LSD Comparación de medias por prueba de diferencias mínimas significativas (LSD). 
Control (-): Plantas sin inocular. 
3
Incremento porcentual con respecto al control negativo (%). 
 
Tabla 6-4. Efecto de la inoculación bacteriana en el peso seco de vástago y raíces en 
plantas de arroz variedad Fedearroz 60 en suelo del Meta. 
Cepas 
Peso seco de vástago  
(mg planta
-1
) 
 
Peso seco de raíces 
(mg planta
-1
) 
Media 
Incremento 
3
 
(%) 
 
Media 
S2 34.68 (2.76) dc 0.00 
 
21.17 (1.58) cb 
S3 38.28 (3.34) dcba 0.00 
 
23.19 (3.4) cba 
S4 44.64 (7.87) ba 5.61 
 
25.87 (8.14) cba 
S2/S3/S4 35.61 (1.76) dcb 0.00 
 
23.75 (1.42) cba 
S5 31 (3.07) d 0.00 
 
19.4 (2.66) cb 
S6 30.72 (3.52) d 0.00 
 
20.3 (2.33) cb 
S7 38.45 (3.88) dcba 0.00 
 
20.79 (3.11) cb 
S5/S6/S7 30.87 (2.35) d 0.00 
 
20.17 (2.07) cb 
S8 35.82 (1.6) dcba 0.00 
 
23.36 (0.27) cba 
S9 32.23 (2.32) d 0.00 
 
18.69 (2.42) c 
S8/S9 34.05 (0.29) dc 0.00 
 
20.94 (1.52) cb 
Consorcio G1.F6.1 44.35 (5.41) a 4.93 
 
18.52 (4.78) cb 
E. hormaeche G10 41.69 (2.24) cba 0.00 
 
25.72 (1.17) ba 
Control (-) 42.26 (1.41) a 0.00   27.39 (1.03) a 
Entre paréntesis el error estándar. Letras diferentes representan diferencias significativas por 
prueba de diferencias mínimas significativas (LSD). Control (-): Plantas sin inocular. 
3
Incremento 
porcentual con respecto al control negativo (%). 
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Tabla 6-5. Comparación entre incrementos relativos (%) en peso seco de vástagos y raíces 
para dos tipos de suelo (Tolima y Meta) y dos cultivariedades de arroz (Fedearroz 174 y 
Fedearroz 60) con respecto a los controles respectivos. 
Variedades 
Suelo del Tolima Suelos del Meta 
Promedio
1
 Vástago Raíces 
Sub total 
Vástago Raíces 
Sub total (%) (%) (%) (%) 
Fedearroz 174 26.53 35.97 31.25 2.15 1.13 1.64 16.44 
Fedearroz 60 11.04 11.27 11.16 0.81 0.00 0.41 5.78 
Promedio
2
 18.78 23.62 21.20 1.48 0.56 1.02 
 (1) Promedio de los incrementos porcentuales para las variedades de arroz Fedearroz 174 y 60. 
(2) Incrementos porcentuales para los suelos del Tolima y Meta. 
6.3.3 Ensayos de campo 
Los suelos de las fincas Capachos y Mesalinda se caracterizaron por una textura franco 
limosa, fertilidad media, bajo %CO y %NT y bajos niveles de Ca, Mg, Na, Zn y B (Tabla 
6-6). Igualmente, estos suelos presentaron excesos de P, Cu y Mn. Entre fincas se 
diferenciaron por los niveles de K y Fe (Tabla 6-6). 
 
Tabla 6-6. Análisis físico químico de los suelos de las fincas de Capachos y Mesalinda del 
Departamento del Meta. 
Parámetro Capachos Interpretación Mesalinda Interpretación 
Textura (%) 
 
Franco Limoso 
 
Franco Limoso 
pH 5.30 Fuertemente ácido 5.01 Fuertemente ácido 
% C.O. 0.36 Bajo 0.77 Bajo 
%NT 0.05 Bajo 0.10 Bajo 
P (mg kg
-1
) 116.0 Alto 87.1 Alto 
K (cmolc kg
-1
) 0.09 Bajo 0.30 Adecuado 
Ca (cmolc kg
-1
) 1.46 Bajo 1.53 Bajo 
Mg (cmolc kg
-1
) 0.49 Bajo 0.60 Bajo 
Cu (mg kg
-1
) 4.37 Alto 4.62 Alto 
Fe (mg kg
-1
) 81.7 Adecuado 117.0 Alto 
Zn (mg kg
-1
) 0.73 Bajo 1.68 Bajo 
Mn (mg kg
-1
) 33.7 Alto 42.6 Alto 
B (mg kg
-1
) 0.12 Bajo 0.15 Bajo 
Na (mmolc kg
-1
) 0.09 Bajo 0.12 Bajo 
Al (mmolc kg
-1
) 0.30 Adecuado 0.52 Adecuado 
CIC 5.02 Bajo 6.90 Bajo 
%CO (Carbono), Ca (Calcio), Mg (Magnesio), K (Potasio), Na (Sodio) Al (Acidez intercambiable, 
CIC (Capacidad de intercambio catiónico), P (Fósforo), Cu (Cobre), Fe (Hierro), Mn (Manganeso), 
Zn (Zinc), B (Boro), %NT (Nitrógeno total) 
 
Para la finca Mesalinda se realizó un recuento del número de macollas por m
2
 a los 25 DDG. 
El tratamiento S9 presentó valores significativamente superiores (1623 macollas m
-2
) a los 
registrados por el control (1209 macollas m
-2
). Sin embargo, a los 70 DDG no se 
encontraron diferencias en parámetros como el peso seco de vástago por m
-2
, como se puede 
Inoculaciones bacterianas                                                                                                               82 
 
observar por los pesos obtenidos para la cepa S9 (608.31 g m
-2
) frente al del control (598.72 
g m
-2
).  
 
Las inoculaciones bacterianas no presentaron diferencias significativas en los componentes 
de rendimiento (Tabla 6-7) y calidad de grano (Tabla 6-8) con respecto al control no 
inoculado. El porcentaje de vaneamiento fue superior al 20% y los rendimientos de grano 
de arroz promedio estuvieron entre 3530 y 3680 kg ha
-1
 para Capachos y Mesalinda 
respectivamente. Con respecto a los análisis foliares no se presentaron diferencias 
significativas entre tratamientos para el %N, %P y %K con respecto al control. El valor 
promedio para el ensayo de Mesalinda correspondió a 2.39% de N, 0.23% de P y 1.35% de 
K. Para el ensayo de Capachos el análisis foliar representó un valor promedio de 2.03% de 
N, 0.21% de P y 1.59% de K. 
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Tabla 6-7. Efecto de la inoculación bacteriana en componentes rendimiento y altura de planta en las fincas de Capachos (Cap), cultivariedad 
Fedearroz 174 y Mesalinda (M/da), cultivariedad Fedearroz 60.  
Trat. 
Granos 
Panícula
-1
 
% 
Vaneamiento 
Long de 
Panícula (cm) 
Peso de 
1000 granos (g) 
Panículas 
m
-2
 
Altura de 
Planta (cm) 
Rendimiento 
(kg ha
-1
) 
 
Cap M/da Cap M/da Cap M/da Cap M/da Cap M/da Cap M/da Cap M/da 
S9 69.67 60.40 27.77 36.75 18.90 21.00 28.50 29.38 621.33 568.00 69.02 82.37b
1
 3260 3740 
S5/S6/S7 60.33 59.50 23.67 32.75 18.93 20.55 28.67 29.88 682.67 756.00 70.98 86.76a 3290 3810 
Control 
comercial
1
 
59.00 49.43 24.00 24.33 18.47 20.00 27.93 28.87 609.33 581.33 70.02 80.50b 3830 3520 
Control no 
Inoculado 
54.00 65.88 19.55 31.25 18.65 20.88 28.85 29.78 666.00 652.00 70.43 88.56a 3730 3640 
Promedios 60.75 58.80 23.75 31.27 18.74 20.61 28.49 29.47 644.83 639.33 70.11 84.55 3530 3680 
Valor P 0.89 0.51 0.69 0.08 0.98 0.48 0.87 0.78 0.67 0.44 0.74 0.00 0.64 0.91 
Valores P entre tratamientos. 
1
Letras minúsculas indican diferencias significativas entre tratamientos. El control comercial corresponde a un co-inóculo de 
Azospirillum brasilense y Azotobacter chroococcum. 
 
 
 
Tabla 6-8. Calidad molinera proveniente de plantas inoculadas en las fincas Capachos (Cap), cultivariedad Fedearroz 174 y Mesalinda (M/da), 
cultivariedad Fedearroz 60. 
Trat 
% grano 
Integral 
Rendimiento 
Pilada 
Índice  
de Pilada 
% grano  
Partido 
% grano  
Yesado 
Centro  
Blanco (%) 
  Cap M/da Cap M/da Cap M/da Cap M/da Cap M/da Cap M/da 
S9 77.83 77.15 68.00 64.50 55.67 45.88 18.10 28.90 5.97 7.90 3.87 2.88 
S5/S6/S7 77.70 77.40 67.93 65.90 54.40 48.55 19.87 26.38 5.27 5.83 3.10 2.28 
Control comercial 77.57 78.30 68.37 66.63 55.73 48.77 18.47 26.77 5.47 4.87 2.93 1.33 
Control no 
inoculado 77.50 77.50 67.85 66.08 55.40 48.93 18.45 25.95 6.20 6.53 2.70 2.60 
Promedio 77.65 77.59 68.04 65.78 55.30 48.03 18.72 27.00 5.73 6.28 3.15 2.27 
Valor P 0.88 0.64 0.94 0.19 0.95 0.27 0.93 0.48 0.58 0.07 0.82 0.30 
Igual nomenclatura de la Tabla 6-7 
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6.4 Discusión de resultados 
Ensayos de invernadero. Los suelos del Tolima presentaron mayores incrementos en el 
crecimiento (21.20%) con respecto a los suelos del Meta (1.02%) en respuesta a la 
inoculación de los mismos tratamientos. Se ha reportado que la respuesta a la inoculación es 
baja en zonas con limitaciones de crecimiento o baja productividad (Díaz-Zorita y 
Fernández-Canigia, 2009). En este sentido, los suelos del Meta con respecto a los del 
Tolima presentaron menor fertilidad y de acuerdo a Fedearroz (2000) son limitantes para 
el desarrollo del arroz por bajas concentraciones de K, Ca y Mg (Tabla 6-1). Por lo tanto, 
la inoculación bacteriana pudo presentar menores efectos sobre la promoción de 
crecimiento en los suelos del Meta por limitaciones químicas que reducen el crecimiento 
del arroz.  
 
Para que los inoculantes bacterianos presenten efectos consistentes en la promoción de 
crecimiento debe existir compatibilidad entre las condiciones físico-químicas de donde fue 
aislado el inoculante y donde será evaluado (Lucy et al., 2004). Por ejemplo, Bashan et al. 
(1995) reportaron que la supervivencia de Azospirillum en 23 tipos de suelo depende del 
porcentaje de arcilla, nitrógeno, materia orgánica y capacidad de retención del suelo, lo 
que no ocurrió con parámetros como el porcentaje de limo, pH, conductividad eléctrica, K 
y P. Merece mencionar que en este ensayo los inoculantes provenían del Tolima y fue en 
el tipo de suelo proveniente de esta zona donde mayores efectos de promoción fueron 
observados (Tabla 6-5), lo que sugiere un efecto de adaptabilidad a las condiciones físico-
químicas de esos suelos.  
 
Las plantas de Fedearroz 174 presentaron incrementos superiores en la promoción de 
crecimiento (16.44% en promedio) a los obtenidos por la variedad Fedearroz 60 (5.78% en 
promedio) (Tabla 6-6). El efecto diferencial de la inoculación bacteriana en diferentes 
cultivariedades ha sido reportado previamente por diversos autores (Malik et al., 1997; 
Gyaneshwar et al., 2002; Castilla, 2005; Díaz-Zorita y Fernández-Canigia, 2009; Kannan y 
Ponmurugan, 2010; Sasaki et al., 2010) y podría obedecer a la composición y calidad de 
los exudados rizosféricos de las plantas inoculadas (Bacilio-Jiménez et al., 2003; Suzuki et 
al., 2009). Así, cultivariedades que emiten mayor concentración de C en los exudados 
presentan mayores incrementos en la promoción de crecimiento con respecto a variedades 
que exudan menos concentraciones de C (Gyaneshwar et al., 2002). No obstante, la 
secreción de exudados rizosféricos también puede ser afectada por las condiciones 
nutricionales de la planta (Suzuki et al., 2009).La cepa S5 fue la única que promovió tanto 
en Fedearroz 60 como Fedearroz 174 en suelos del Tolima. Esto indica que esta cepa 
presenta una gran versatilidad para metabolizar los exudados de las dos cultivariedades de 
arroz, mejor competencia ante microorganismos nativos del suelo y/o eficientes 
mecanismos para colonizar la rizósfera de arroz.  
 
Ensayos de campo. La inoculación de la cepa S9 presentó un efecto significativo en el 
número de macollas a los 25 DDG con respecto al control. Sin embargo no se encontraron 
diferencias significativas en rendimiento. Diversos autores han reportado promoción de 
crecimiento solo en estados tempranos del cultivo (de Freitas, 2000; Castilla et al., 2005; 
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García de Salamone et al., 2010). En los anteriores casos la falta de efectos en los 
parámetros de rendimiento fue atribuida a una formulación inadecuada, falta de 
colonización (de Freitas, 2000) o micronutrientes (García de Salamone et al., 2010). Sasaki 
et al. (2010) reportaron promoción de crecimiento en plantas de arroz en estados 
tempranos de desarrollo, sin embargo, el efecto fue dependiente de la cultivariedad y nivel 
de N. La cepa S9 con una fertilización nitrogenada del 70% de N bajo condiciones de 
campo en el Meta pudo promover el crecimiento en estados tempranos de desarrollo de la 
planta, pero en los ensayos de invernadero donde no se aplicó N no se observó promoción 
de crecimiento en los suelos del Meta. En este sentido el manejo de la fertilización 
nitrogenada es un elemento controversial en las pruebas de campo. Algunos autores han 
reportado que la promoción de crecimiento de rizobacterias como Azospirillum solo ocurre 
bajo condiciones limitantes de N (Omar et al., 1989, 1992; Trân Van et al., 2000; 
Dobbelaere et al., 2002; Cong et al., 2009, Baba et al., 2010), mientras otros autores han 
reportado los mayores incrementos con altas concentraciones de fertilizantes (Okon y 
Labandera-González, 1994; Pedraza et al., 2009). Por otra parte, los menores efectos 
benéficos de la inoculación con Azospirillum se han correlacionado en zonas con 
limitaciones de crecimiento o de baja productividad (Díaz-Zorita y Fernández-Canigia, 
2009) como pueden ser los suelos del Meta, los cuales presentan grandes deficiencias 
químicas (Tabla 6-6).  
 
Las inoculaciones bacterianas no presentaron diferencias significativas en los componentes 
de rendimiento (Tabla 6-7), calidad de grano (Tabla 6-8) y análisis foliar con respecto al 
control. Estos resultados se correlacionan con los datos obtenidos en los ensayos de 
invernadero donde las inoculaciones en suelos del Meta no presentaron efectos 
significativos. No obstante un elemento esencial en la promoción de crecimiento vegetal por 
rizobacterias es la persistencia del microorganismo(s) bajo condiciones de campo (Lucy et 
al., 2004, Bashan et al., 2004). En este trabajo desconocemos la persistencia del inóculo a lo 
largo del ensayo de campo, en especial en los tratamientos que no presentaron ningún tipo 
formulación. Okon y Labandera-González (1994) reportan un 65% de efectos positivos en la 
inoculación de Azospirillum bajo condiciones de campo, en especial cuando se pudo 
garantizar un número óptimo de las células del inoculante mediante un adecuado método de 
de inoculación y formulación que permitieron mantener las células viables y disponibles 
para la colonización de la raíz.  
 
Los rendimientos del cultivo fueron bajos con respecto a los registrados para la zona en el 
segundo semestre del 2010, cuando se reportaron valores promedio de 5500 kg ha
-1
 de 
grano (Hernández et al., 2011). Esto sucedió a pesar que el número de panículas m
2
 y 
números de granos fueron aceptables (Arévalo, 2009). Esta situación podría obedecer al 
alto porcentaje de vaneamiento que podría ser influenciado por los altos periodos de lluvia 
y alta nubosidad registrados a lo largo del cultivo ya que la presencia de otros factores 
como incidencia y severidad de agentes patógenos fue monitoreada y no registró daños 
significativos.  
 
Los resultados sugieren que para lograr efectos consistentes en términos de promoción de 
crecimiento es necesario evaluar diversos factores que afectan la promoción de crecimiento 
vegetal como la selección de genotipos de arroz (Gyaneshwar et al., 2002), la 
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concentración y tipo del inóculo (Dobbelaere et al., 2002), los mecanismos de promoción 
de crecimiento (Dutta y Podile, 2010), adaptabilidad del inóculo a las condiciones físico-
químicas donde va ser evaluado, así como la optimización de la fertilización del cultivo 
(Sasaki et al., 2010), desarrollo de una adecuada formulación y buena competencia ante 
poblaciones nativas (Lucy et al., 2004). La optimización de los factores que regulan la 
interacción planta-microorganismos-suelo permitirá obtener los mayores efectos benéficos 
de los inoculantes bacterianos (Rao et al., 1987; Adesemoye y Kloepper, 2009). 
6.5 Conclusión  
La actividad promotora de crecimiento en plantas de arroz de bacterias y mezclas 
bacterianas bajo condiciones de invernadero dependió tanto de las cepas evaluadas, como 
de la cultivariedad de arroz y el tipo de suelo empleado. Las cepas con mayor actividad en 
cada ensayo fueron distintas según el tipo de suelo y cultivariedad. La cultivariedad 
Fedearroz 174 y el suelo del Tolima presentaron mayores incrementos en términos de 
crecimiento al ser inoculados con los aislamientos evaluados que la cultivariedad 
Fedearroz 60 y el suelo del Meta. En los ensayos de campo no se encontraron efectos 
significativos en la promoción de crecimiento vegetal por lo que se considera que es 
necesario optimizar factores que podrían intervenir en la promoción de crecimiento como 
la concentración del inóculo, la fertilización del cultivo y una adecuada formulación. Una 
mejor comprensión de las interacciones entre microorganismos, manejo agrícola (tipo de 
suelo, fertilización y manejo del agua) y las plantas permitirá optimizar las condiciones 
bajo las cuales se presente mejor efecto de los inoculantes bacterianos. 
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7 Discusión general, conclusiones y 
recomendaciones 
7.1 Discusión general 
 
Caracterización agroecológica de las zonas de estudio. La caracterización agroecológica 
permitió diferenciar cuatro sub regiones en función de sus características fisicoquímicas y 
microbiológicas (capítulo 3). Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo indican 
que estas diferencias deben ser tenidas en cuenta a la hora de desarrollar un inoculante 
bacteriano ya que factores como el origen del inóculo y el tipo de suelo son determinantes 
en la promoción de crecimiento en las plantas de arroz (capítulo 6). A parte de las 
características físico químicas del suelo existen otros factores relevantes en el desarrollo 
de inoculantes como son el manejo del cultivo, la fertilización de N y la disponibilidad de 
fuentes de C. Por ejemplo, la actividad promotora de crecimiento vegetal en suelos 
arroceros se ha logrado potenciar gracias al manejo integral de la fertilización inorgánica y 
orgánica al mejorar el rendimiento en grano, la toma de nutrientes y la calidad del suelo 
(Thakuria et al., 2009). Igualmente, la falta de actividad nitrogenasa en las zonas 
muestreadas, posiblemente debido a la aplicación de altas concentraciones de fertilización 
nitrogenada sugieren disminuir la concentración de N y/o aumentar el número de 
aplicaciones para mitigar los efectos perjudiciales de la fertilización de N sobre la 
actividad nitrogenasa, mientras el potencial de la actividad nitrogenasa indica que los 
suelos evaluados presentan limitantes energéticas que podrían ser suplidas por enmiendas 
orgánicas (Zuberer y Silver, 1978). En este sentido, Gu et al. (2005) encontraron que una 
mezcla de N, P y K con abono incrementa la biomasa microbiana del suelo, la diversidad 
bacteriana y mantiene la productividad de cultivos arroceros.  
 
Selección de consorcios no definidos. El desarrollo de este trabajo en buena medida estaba 
dirigido a la aplicación de estrategias que permitieran la selección de inoculantes 
microbianos eficientes para el cultivo de arroz (capítulo 4 y 5). Dentro de la estrategia de 
enriquecimientos continuos se utilizaron macerados de raíces para la obtención de 
consorcios no definidos que incluyera microorganismos tanto rizosféricos como endófitos 
de tal manera que no existiera competencia por espacio. Los microorganismos endófitos 
son huéspedes con una gran diversidad taxonómica dentro de las plantas de arroz (James et 
al., 2000; Sturz et al., 2000; Elbeltagy et al., 2001; Sun et al., 2007) y presentan la 
capacidad de promover el crecimiento en este cultivo (Baldani et al., 2000; Elbeltagy et 
al., 2001; Verma et al., 2001; Gyaneshwar et al., 2002). Igualmente los endófitos presentan 
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varias ventajas frente a los rizosféricos ya que disminuye competencia por espacio, 
colonizan ambientes que presentan altas concentraciones de fuentes de C, lo que permite 
una mayor incorporación de N a la planta hospedera (James et al., 2000; Elbeltagy et al., 
2001; Gyaneshwar et al., 2002; Sun et al., 2007). 
 
Al comparar los dos métodos para obtener consorcios no definidos encontramos que la 
actividad nitrogenasa mediante pases por planta fue superior para la primera generación 
(Figura 4-1, 9.88 nmoles de etileno h
-1
) con respecto a los datos obtenidos por 
enriquecimientos continuos, con excepción de la finca 12 (Figura 5-2, 21.15 nmoles de 
etileno h
-1
). Esto nos indica que los pases por planta permiten establecer inicialmente 
mejores relaciones sinérgicas para fijar N2, ya sea por presentar mayor número de hábitats 
como la rizósfera (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000) o el interior de la planta 
(Minamisawa et al., 2004), la posible presencia de diversos factores de crecimiento 
suministrados por los exudados rizosféricos (Bacilio-Jiménez et al., 2003; Dennis et al., 
2010) o la misma comunidad bacteriana (D’Onofrio et al., 2010). Sin embargo, mientras la 
actividad nitrogenasa aumentó con los enriquecimientos continuos (Figura 4-1) en los 
ensayos de pase por planta disminuyó (Figura 5-2) lo que sugiere un rompimiento de la 
interacción bacterias-planta en los pase por planta y un aumento de las abundancias de 
diazótrofos por enriquecimientos continuos. Con respecto a la producción de compuestos 
indólicos no se pudo establecer ningún patrón en las dos metodologías planteadas, en parte 
porque no existió ninguna presión selectiva para influir esta comunidad bacteriana. 
 
La caracterización de consorcios no definidos mediante las técnicas planteadas posee 
varios cuellos de botella: i) las dificultades de identificar todos los miembros del 
consorcio, ii) determinar la abundancia de cada aislamiento dentro del consorcio, iii) 
establecer el papel que cada organismo cumple en la promoción de crecimiento y iv) sí ese 
papel cambia con las condiciones externas en las que se desarrolla la planta. Un 
acercamiento a estas preguntas es el uso de herramientas moleculares no dependientes de 
cultivo. Por ejemplo, Bacosa et al. (2011) mediante una librería clonal determinó que un 
28% de secuencias del 16S RNAr de un consorcio no definido degradador de 
hidrocarburos pertenecían a organismos no cultivables. Igualmente, Hosokawa et al. 
(2010) estableció que la mezcla de todos los miembros cultivables de un consorcio no 
definido degradador de hidrocarburos no presentaba la misma actividad degradadora que 
el consorcio no definido. Lo más importante eran las relaciones sinérgicas entre bacterias 
degradadoras y bacterias formadoras de superficies hidrofóbicas sin actividad significante 
en la degradación de hidrocarburos las que presentaron una actividad degradadora 
comparada al consorcio no definido (Hosokawa et al., 2010). 
 
En este trabajo mediante la amplificación del gen 16S DNAr y una electroforesis en gel 
con gradiente denaturante (DGGE) se determinó un perfil molecular para los consorcios 
no definidos que promovieron el crecimiento vegetal y de cada uno de los aislamientos 
obtenidos de los consorcios (Resultados no mostrados). La primera dificultad para 
determinar los miembros del consorcio fue que se encontró más de una banda en los 
perfiles de las cepas aisladas. Similares patrones ya han sido reportados (Hosokawa et al., 
2010) y se han asociado a la presencia de más de una copia del gen 16S RNAr con 
mínimas sustituciones de bases (microheterogeneidad) en el genoma (Strätz et al., 1996). 
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Así mismo el perfil molecular de los aislamientos no fue claramente representado en el 
perfil de los consorcios en el DGGE. Esto podría obedecer a que las cepas se encuentran 
en diferentes abundancias dentro del consorcio. Además, las cepas en bajas 
concentraciones al ser purificadas pueden presentar bandas diferentes a las observadas en 
el consorcio. Igualmente, los perfiles bacterianos de la mayoría de cepas fueron distintos 
ya sea por presencia o ausencia de bandas o intensidad entre estas. Debido a estas 
dificultades, y dado que este método de caracterización no tuvo los resultados esperados se 
decidió llevar a cabo las mezclas bacterianas entre los aislamientos obtenidos en los 
mismos medios de cultivo lo que permitió potenciar la actividad individual de los 
aislamientos evaluados (capítulo 4) y posteriormente se realizó la secuenciación del gen 
16S DNAr de las cepas más promisorias. 
 
Capacidad de promoción de crecimiento de los consorcios no definidos 
 
Al comparar las dos aproximaciones empleadas en este trabajo para la selección de 
consorcios no definidos promotores de crecimiento vegetal se encontró que los 
enriquecimientos continuos presentaron una eficiencia del 4.2% de consorcios no 
definidos con capacidad de promoción de crecimiento vegetal mientras que con pase por 
planta fue del 3.3%. Por enriquecimientos continuos se obtuvieron 5 mezclas bacterianas y 
11 cepas con actividad promotora de crecimiento en plantas de arroz. Mientras que por 
pases consecutivos en plantas se obtuvieron dos mezclas y tres cepas con efectos 
significativos en la promoción de crecimiento vegetal. Estos resultados son satisfactorios 
en la medida que se obtuvo promoción de crecimiento ya que la evaluación de diazótrofos 
provenientes de cultivos arroceros con alta actividad nitrogenasa no siempre permite 
obtener microorganismos promotores de crecimiento en plantas de arroz (Piao et al., 
2005). Igualmente, Beneduzi et al. (2008) luego de aislar en cultivos de arroz 296 bacilos 
diazotróficos solo reporta una cepa con actividad promotora en arroz. No obstantes, 
algunas inoculaciones dirigida hacia endófitos diazotróficos de H. seropedicae y 
Burkholderia spp han logrado eficiencia en el hallazgo de aislamientos promotores de 
crecimiento del 11.2% al inocular plantas de arroz (Baldani et al., 2000). A pesar que la 
metodología favorecería la presencia de diazótrofos, los consorcios no definidos que 
promovieron el crecimiento y las cepas aisladas de estos, presentaron baja o nula actividad 
nitrogenasa. En parte, es necesario evaluar sí los medios para reactivar las cepas 
(NFb+YE) y recuperar los morfotipos de los consorcios no definidos (NFb+YE y LB) 
fueron determinantes en la ausencia o la baja actividad nitrogenasa.  
 
Por otra parte los resultados de este trabajo mostraron claramente que factores como el 
tipo de suelo y la cultivariedad incidieron sobre la actividad promotora de crecimiento 
vegetal (capítulo 5), por ejemplo, el consorcio no definido G1.F6.1 promovió el 
crecimiento vegetal bajo condiciones de invernadero al ser inoculado en el suelo de la 
Finca Culebras del departamento del Tolima (43.52% en peso seco del vástago con 
respecto al control no inoculado con la cultivariedad Fedearroz 60), en turba (100,54% en 
peso seco de raíces y 57.08% en peso seco de vástago con respecto al control no inoculado 
con la cultivariedad Fedearroz 60; Tabla 4-2) y en suelo de la Finca Cementerio (44,62% 
en peso seco de raíces con respecto al control no inoculado con la variedad Fedearroz 174; 
Tabla 6-2), Sin embargo, con la variedad Fedearroz 60 en el suelo del Tolima (Finca 
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Cementerio) no promovió el crecimiento vegetal (Tabla 6-4), ni en suelo proveniente del 
Meta tanto con la cultivariedad Fedearroz 60 como Fedearroz 174 (Tabla 6-3 y 6-5). 
Sasaki et al. (2010) encontró una respuesta diferencial en la respuesta promotora de 
crecimiento vegetal al inocular Azospirillum en 20 cultivariedades de arroz debido al 
genotipo de la planta, el estado de crecimiento y el manejo de la fertilización. Igualmente, 
el tipo de suelo va determinar la supervivencia del inoculante y por lo tanto la respuesta en 
la promoción de crecimiento vegetal (Bashan et al., 1995). Por lo tanto la respuesta en la 
promoción de crecimiento de un inoculante va depender del tipo de suelo, la planta y el 
manejo agrícola. Determinar cuales son las condiciones adecuadas para obtener una 
respuesta promotora de crecimiento por un inoculante es un paso fundamental ya que 
garantizar una respuesta consistente en la promoción de crecimiento ha sido un factor 
limitante en la expansión de los inoculantes bacterianos (Richardson, 2001).  
7.2 Conclusiones 
Con respecto al objetivo 1). Caracterización agroecológica de bacterias fijadoras de 
nitrógeno asociadas a cultivos de arroz del departamento del Tolima y Meta se concluyó 
que: 
 
Las características agroecológicas de los sistemas de cultivo de arroz determinaron la 
actividad y abundancia de los microorganismos rizosféricos asociados a las plantas de 
arroz. Una mayor fertilidad de los suelos del Tolima sur mostró una mayor abundancia y 
actividad microbiológica que en los suelos del Tolima norte. Igualmente, el manejo del 
cultivo determinó la abundancia de microorganismos en los sistemas secanos e inundados 
del Meta. Para el segundo año no se encontraron diferencias entre sistema de cultivo 
posiblemente por las altas precipitaciones a lo largo de ese semestre (Anexo 1). En este 
estudio la actividad nitrogenasa no fue detectada, posiblemente debido a la aplicación de 
altas concentraciones de fertilización nitrogenada mientras el potencial de la actividad 
nitrogenasa indica que los suelos presentan limitantes energéticas que podrían ser suplidas 
por enmiendas orgánicas.  
 
Con respecto al objetivo 2). Desarrollar y seleccionar in vitro un consorcio nativo de 
diazótrofos asociado a cultivos de arroz, se concluyó que: 
 
Los enriquecimientos continuos y pase por planta ofrecen un nuevo acercamiento al 
desarrollo de inoculantes bacterianos ya que permitieron obtener consorcios no definidos, 
mezclas y bacterias promotoras de crecimiento en plantas de arroz. De los 
enriquecimientos continuos se encontraron 3 consorcios no definidos, 5 mezclas 
promotoras de crecimiento vegetal y 11 cepas con actividad promotora. Con respecto a los 
pases por planta se obtuvo un consorcio no definido, 2 mezclas bacterianas y 3 cepas con 
actividad promotora bajo condiciones de invernadero. La actividad nitrogenasa y la 
producción de compuestos indólicos no se correlacionaron con los parámetros de 
crecimiento evaluados en plantas de arroz. Sin embargo, las cepas aisladas de los 
consorcios se caracterizaron por presentar alta producción de índoles. Es necesario 
desarrollar estudios dirigidos a comprender el mecanismo de promoción de crecimiento de 
los consorcios y las relaciones que median las relaciones de los miembros del consorcio. 
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Con respecto al objetivo 3. Determinar el efecto de la inoculación de consorcios sobre el 
crecimiento y productividad en cultivos de arroz se concluyó que: 
 
La respuesta a la inoculación en términos de promoción de crecimiento dependió de las 
cepas evaluadas, la cultivariedad de arroz y el tipo de suelo empleado. Las cepas con 
mayor actividad en cada ensayo fueron distintas según el tipo de suelo y cultivariedad. 
Igualmente, la cultivariedad Fedearroz 174 y el suelo del Tolima presentaron mayores 
incrementos en la inoculación bacteriana que la cultivariedad Fedearroz 60 y el suelo del 
Meta. En los ensayos de campo no se encontraron efectos significativos en la promoción 
de crecimiento vegetal por lo que se considera que es necesario optimizar factores que 
podrían intervenir en la promoción de crecimiento como la concentración del inóculo, la 
fertilización del cultivo y una adecuada formulación. Una mejor comprensión de las 
interacciones entre microorganismos, manejo agrícola (tipo de suelo, fertilización y 
manejo del agua) y las plantas permitirá optimizar las condiciones bajo las cuales se 
presente mejor efecto de los inoculantes bacterianos. 
7.3 Recomendaciones 
1. Sería adecuado determinar sí cada uno de los consorcios identificados como promotores 
de crecimiento vegetal en arroz presentan más miembros que los identificados en este 
trabajo por lo que se recomienda realizar una librería genómica para establecer el total de 
especies que conforman dichos consorcios y en que abundancias se encuentran.  
 
2. Con respecto a la obtención de consorcios no definidos se debería evaluar sí 
modificaciones en la técnica pueden ser más eficiente que los resultados obtenidos en este 
trabajo. Por ejemplo, D’Onofrio et al. (2010) encontraron la forma de “cultivar bacterias 
no cultivables” y rescatar una porción representativa de microorganismos del medio 
ambiente al adicionar sideróforos o concentraciones artificialmente elevadas de Fe (II) en 
medios de cultivo por lo que recomiendo la aplicación de reguladores de crecimiento tipo 
sideróforos que permiten rescatar una porción más representativa de los microorganismos 
del medio ambiente para una futura aplicación de esta aproximación. 
 
3. Con el objeto de continuar con el desarrollo de algunos de los aislamientos, mezclas o 
consorcios como promotores de crecimiento vegetal como futuros inoculantes es 
importante establecer que mecanismos de acción están involucrados en la promoción de 
crecimiento vegetal de los consorcios no definidos y las cepas aisladas, por lo que se 
recomienda evaluar sí la producción de reguladores de crecimiento como giberelinas y 
citoquininas u otro mecanismo en particular podrían estar interviniendo en la promoción 
de crecimiento vegetal. 
 
4. En este trabajo se encontró que algunas inoculaciones individualmente no presentaron 
efecto en la promoción de crecimiento solo hasta que se desarrollaron las mezclas 
bacterianas. En este sentido se podría establecer sí algunos mecanismos de promoción de 
crecimiento como la producción de reguladores de crecimiento vegetal cambian cuando el 
microorganismo actúa individualmente o en mezcla. 
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5. En general, los aislamientos y mezclas evaluadas en campo no mostraron promoción de 
crecimiento por lo se recomienda el desarrollo de una formulación que confiera más 
estabilidad y permanencia al inoculante en campo como son la combinación de 
transportadores inorgánicos y pegamento como carboximetilcelulosa. Igualmente, es 
necesario determinar un plan de manejo integral del inoculante que incluya la combinación 
de la fertilización inorgánica y orgánica para suplir las demandas nutricionales de la planta 
y mejorar indicadores de calidad de suelo según la cultivariedad y tipo de suelo que se 
piense emplear. 
 
93                                                                                             Desarrollo de consorcios bacterianos 
 
 
8 Anexos 
8.1 Anexos 1. Parámetros físico químicos 
Anexo 1a. Comparación de las propiedades físicas y químicas entre fincas de suelos arroceros 
inundados y secanos del departamento del Meta 
Parámetros 
Primer año 
 
Segundo año 
Inundado Secano 
 
Inundado Secano 
pH  5.40 (0.11) a 4.70 (0.09) b 
 
5.55 (0.05) a 5.33 (0.09) a 
%MO  2.70 (0.26) ns 2.86 (0.11) ns 
 
2.69 (0.20) ns 3.12 (0.14) ns 
Ca (mmolc kg
-1
)  1.58 (0.20) ns 1.77 (0.19) ns   1.71 (0.26) ns 2.43 (0.25) ns 
Mg (mmolc kg
-1
) 0.37 (0.06) cb 0.59 (0.04) ab 
 
0.31 (0.03) c 0.68 (0.08) a 
K (mmolc kg
-1
) 0.28 (0.02) ns 0.30 (0.06) ns 
 
0.27 (0.08) ns 0.30 (0.07) ns 
Ca/Mg  4.39 (0.44) ab 3.10 (0.52) b 
 
5.40 (0.34) a 3.63 (0.22) ab 
Na (mmolc kg
-1
) 0.17 (0.03) ns 0.27 (0.14) ns 
 
0.12 (0.00) ns 0.14 (0.05) ns 
Al (mmolc kg
-1
) 0.87 (0.30) ab 1.59 (0.09) a 
 
0.00 (0.00) b 0.84 (0.32) ab 
CIC (mmolc kg
-1
) 7.69 (1.43) ab 9.38 (0.40) ab 
 
6.21 (0.54) b 10.11 (0.60) a 
P (mg/kg) 42.15 (11.93) ns 17.91 (2.55) ns 
 
54.4 (18.46) ns 31.89 (16.00) ns 
Cu (mg/kg) 2.15 (0.49) ns 2.76 (0.34) ns 
 
3.18 (0.54) ns 3.54 (0.72) ns 
Fe (mg/kg) 426.7 (32.6) a 219.5 (23.4) c 
 
405.5 (14.2) ab 264.2 (54.0) cb 
Mn (mg/kg) 44.58 (5.37) b 43.60 (7.47) b 
 
53.53 (7.08) b 95.38 (11.69) a 
Zn (mg/kg) 1.39 (0.28) ns 3.27 (0.80) ns 
 
1.51 (0.16) ns 3.44 (0.81) ns 
B (mg/kg) 0.26 (0.01) ns 0.24 (0.02) ns 
 
0.23 (0.02) ns 0.32 (0.03) ns 
%NT  0.17 (0.02) a 0.22 (0.01) a 
 
0.12 (0.01) b 0.19 (0.00) a 
NH4
+ 
(mg/kg) 42.13 (5.72) ns 27.78 (4.00) ns 
 
26.08 (5.72) ns 25.18 (1.89) ns 
NO3
- 
(mg/kg) 9.09 (3.26) b 29.45 (3.84) a 
 
4.29 (0.94) b 5.35 (0.27) b 
%Humedad 54.93 (8.34) ns 36.13 (1.78) ns 
 
48.75 (3.35) ns 56.25 (7.09) ns 
%Ar  26.00 (2.58) ns 24.00 (2.83) ns 
 
28.50 (1.71) ns 29.00 (2.16) ns 
%L  35.00 (0.82) ns 41.50 (3.30) ns 
 
32.50 (2.63) ns 44.50 (2.99) ns 
%A  39.00 (1.83) ns  (34.50) 4.65  39.00 (2.89) ns 26.50 (2.50) ns 
%MO (porcentaje de materia orgánica), Ca (Calcio), Mg (Magnesio), K (Potasio), Na (Sodio), Al 
(Acidez intercambiable, CIC (Capacidad de intercambio catiónico), P (Fósforo), Cu (Cobre), Fe 
(Hierro), Mn (Manganeso), Zn (Zinc), B (Boro), %NT (porcentaje de Nitrógeno total), NH4
+
 (Amonio), 
NO3
- 
(Nitrato), %Humedad (porcentaje de humedad), %Ar (porcentaje de arcillas), %L (porcentaje de 
limo),%A (porcentaje de arena), ns (no significativo). Letras distintas significan diferencias 
estadísticamente significativas según análisis de comparación múltiple de Tukey  
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Anexo 1b. Comparación de parámetros físico químicos entre zonas del Tolima para primer y 
segundo año  
Parámetros 
Primer año 
 
Segundo año 
Tolima Norte Tolima Sur  
 
Tolima Norte Tolima Sur  
pH  5.70 (0.14) ns 6.23 (0.21) ns 
 
5.73 (0.04) ns 6.07 (0.12) ns 
% CO  2.07 (0.37) ns 1.56 (0.12) ns   2.56 (0.32) ns 1.90 (0.18) ns 
% MO  3.56 (0.63) ns 2.48 (0.18) ns 
 
4.40 (0.56) ns 3.27 (0.32) ns 
Ca (mmolc kg
-1
) 5.29 (1.05) b 14.65 (1.44) a 
 
5.12 (0.64) b 14.20 (1.16) a 
Mg(mmolc kg
-1
) 2.04 (0.55) ns 3.31 (0.59) ns 
 
1.86 (0.30) ns 3.39 (0.63) ns 
K (mmolc kg
-1
) 0.26 (0.03) ns 0.37 (0.06) ns 
 
0.23 (0.04) ns 0.33 (0.07) ns 
Ca/Mg  2.71 (0.17) b 4.61 (0.42) a 
 
2.81 (0.15) b 4.43 (0.49) a 
Mg/K  7.68 (1.33) ns 8.94 (0.79) ns 
 
8.24 (0.49) ns 10.63 (1.53) ns 
Ca/K  20.45 (2.61) b 41.62 (6.30) a 
 
23.05 (1.61) b 45.79 (5.33) a 
Ca+Mg/K  28.12 (3.86) c 50.8 (7.12) ba 
 
31.29 (1.97) cb 56.42 (6.50) a 
Na(mmolc kg
-1
) 0.17 (0.03) ns 0.23 (0.01) ns 
 
0.18 (0.01) ns 0.21 (0.02) ns 
Al (mmolc kg
-1
) 0.00 (0.00) ns 0.00 (0.00) ns 
 
0.00 (0.00) ns 0.00 (0.00) ns 
CIC (mmolc kg
-1
) 12.33 (1.74) c 19.03 (1.18) ba 
 
13.68 (1.58) cb 20.13 (1.52) a 
P (mmolc kg
-1
) 19.12 (9.92) ns 30.93 (4.22) ns 
 
13.68 (4.42) ns 29.68 (3.44) ns 
Cu (mg/kg) 2.81 (0.82) ns 5.36 (0.56) ns 
 
2.46 (0.89) ns 5.4 (0.89) ns 
Fe (mg/kg) 254.2 (39.2) ns 289.5 (45.1) ns 
 
170.2 (34.5) ns 169.7 (39.2) ns 
Mn (mg/kg) 166.38 (50.62) ba 74.33 (17.08) ba 
 
293.65 (93.45) a 37.63 (7.11) b 
Zn (mg/kg) 6.44 (0.75) ns 5.44 (0.92) ns 
 
4.88 (0.38) ns 3.70 (0.51) ns 
B (mg/kg) 0.34 (0.04) ba 0.25 (0.02) b 
 
0.40 (0.04) a 0.31 (0.02) ba 
% Ar  19.75 (4.87) ns 31.00 (1.73) ns 
 
18.00 (3.11) ns 31.00 (1.41) ns 
%L  18.25 (1.11) b 35.00 (2.86) a 
 
22.50 (5.06) ba 33.50 (1.26) a 
%A  62.00 (5.69) a 33.75 (3.66) b 
 
59.50 (5.68) a 35.50 (1.71) b 
% NT  0.20 (0.03) ns 0.14 (0.01) ns 
 
0.19 (0.02) ns 0.16 (0.02) ns 
NH4
+
 (mg/kg)  13.15 (1.99) ns 2.99 (1.49) ns 
 
13.77 (6.16) ns 21.70 (7.22) ns 
NO3
-
 (mg/kg) 7.46 (1.26) ns 3.00 (1.21) ns 
 
8.09 (2.11) ns 16.79 (7.56) ns 
%Humedad 43.74 (3.52) ns 46.50 (4.79) ns 
 
41.18 (3.22) ns 45.25 (5.31) ns 
S (mg/kg) ND  ND  54.68 (16.24) a 10.80 (2.53) b 
 % CO (porcentaje de Carbono), %MO (porcentaje de Materia orgánica), Ca (Calcio), Mg (Magnesio), 
K (Potasio), Na (Sodio), Al (Acidez intercambiable), CIC (Capacidad de intercambio catiónico), P 
(Fósforo), Cu (Cobre), Fe (Hierro), Mn (Manganeso), Zn (Zinc), B (Boro), %NT (porcentaje de 
Nitrógeno total), NH4
+
 (Amonio), NO3
-
 (Nitrato), %Ar (porcentaje de arcillas), %L (porcentaje de 
limo),%A (Arena), S (azufre), ND (No determinado), ns (no significativo). Letras distintas significan 
diferencias estadísticamente significativas según análisis de comparaciones múltiples de Tukey. 
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8.2 Anexos 2. Datos climáticos de la estación meteorológica de 
Santa Rosa (Meta) 
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8.3 Anexo 3. Actividad promotora de crecimiento en plantas 
de arroz de consorcios no definidos 
 
Peso seco de vástago y raíces de plantas de arroz (mg planta
-1
) al ser inoculadas por consorcios no 
definidos luego de 40 días de crecimiento bajo condiciones de invernadero empleando suelo de la 
finca 9. 
ID 
Peso seco de vástago. Peso seco de raíces 
M ES M ES 
1 31.18 3.47 31.75 3.83 
2 45.38 2.61 31.74 5.68 
2 31.13 2.13 23.45 6.42 
3 30.70 7.40 22.72 8.89 
4 30.07 7.57 21.73 3.01 
5 35.28 0.41 20.81 4.78 
6 30.33 2.68 18.38 2.53 
7 26.03 2.89 17.82 2.46 
8 31.41 2.17 17.67 3.98 
9 29.52 3.40 16.93 1.62 
10 33.23 4.41 15.45 2.37 
11 31.00 2.70 15.35 1.51 
Control 33.03 1.49 10.83 2.52 
M, media aritmética. ES, error estándar. El control correspondía a plantas sin ser inoculadas. M: media 
aritmética, ES: Error estándar. El tratamiento 1 (G5.F9.2, Generación 5, Finca 9) y 2 (Pase por planta de la 
finca 9 de la segunda generación replica 1) presentaron incremento significativo (P<0.05) con respecto al 
control. El tratamiento G5.F9.2 incrementó en un 193.17% en el pesos seco de vástago. El consorcio no 
definido PxP F9.1.G2 proveniente de la finca 9 de la segunda generación promovió el crecimiento vegetal 
frente al control en un 37.30% y 193.00% con respecto al control para vástago y raíces respectivamente. 
 
Peso seco de vástago y raíces de plantas de arroz (mg planta
-1
) al ser inoculadas por 
consorcios no definidos luego de 40 días de crecimiento bajo condiciones de invernadero 
empleando suelo de la finca 3. 
ID 
Peso seco de vástago Peso seco de raíces 
M ES M ES 
1 43.15 10.25 51.21 26.83 
2 40.52 0.94 43.99 3.24 
3 34.69 4.61 43.25 10.32 
4 32.64 6.94 40.22 8.04 
5 43.28 8.33 38.28 5.36 
6 40.51 2.50 36.38 4.63 
7 34.65 3.82 35.92 6.56 
8 41.60 11.10 35.64 6.69 
9 58.83 5.18 35.41 3.26 
10 41.89 8.22 34.81 7.91 
11 35.57 5.40 32.70 17.18 
12 36.35 6.73 32.56 11.37 
13 33.38 4.48 32.33 14.03 
14 33.31 1.84 31.98 2.73 
15 44.02 8.02 31.41 6.81 
16 31.50 5.47 30.05 2.82 
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17 25.60 1.40 26.97 6.37 
18 28.84 1.97 26.80 6.30 
Control 40.99 3.33 26.56 2.99 
19 37.39 6.82 24.82 5.23 
20 38.83 9.58 23.66 3.56 
21 34.36 4.56 22.14 3.61 
22 26.06 1.38 22.05 2.48 
23 34.28 3.94 21.23 4.90 
24 33.73 3.55 16.00 3.98 
25 30.75 9.85 10.03 6.15 
M, media aritmética. ES, error estándar. El control correspondía a plantas sin ser inoculadas. El tratamiento 3 
(G5.F5.2, Generación 5, Finca 5) y 9 (G1.F6.1, Generación 1, Finca 6) presentaron incremento significativo 
(P<0.05) con respecto al control. El consorcio G1.F6.1 aumentó en un 43.52% el peso seco del vástago 
frente al control, mientras el consorcio G5.F5.2 incrementó el peso seco de vástago en un 65.63%. 
8.4 Anexo 4. Análisis filogenético entre cepas de Enterobacter 
del consorcio G1.F6.1 
 
 
 
Análisis filogenético entre cepas de Enterobacter del consorcio G1.F6.1. 
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